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Résumeé

Le cancer du sein, malgré les avancées thérapeutiques, reste la premiere cause de
mortalité par cancer chez la femme en raison principalement de sa faculté a développer des
métastases dans des tissus vitaux. Il est largement admis que les tumeurs ont besoin d’un apport
sanguin pour survivre, croitre et métastaser. Ce concept est inextricable a 1’angiogenése,
processus qui correspond a la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins au sein d’une tumeur.
Cependant, il est maintenant établi que la vasculogenése tumorale n’est pas nécessairement
attribuée aux seules cellules endothéliales. Dans certaines tumeurs les cellules tumorales elles-
mémes peuvent former des réseaux, un phénomeéne que 1’on appelle mimétisme vasculaire
(VM) et qui est souvent associé a des phénotypes hautement invasifs et métastatiques.

Les inhibiteurs de poly-(ADP-ribose)-polymérase (PARPI) représentent une nouvelle
arme thérapeutique dans les cancers du sein agressifs présentant une mutation des geénes
suppresseurs de tumeurs BRCAL et BRCAZ2. lls exercent des activités anti-tumorales et des
études récentes ont mis en évidence leurs effets anti-angiogéniques. En revanche leurs effets
sur le mimétisme vasculaire restent peu étudiés dans le cadre du cancer du sein. Les objectifs
de cette thése ont été de déterminer les effets des PARPI sur la capacité des cellules tumorales
mammaires a former des réseaux de mimétisme vasculaire, et a comprendre les mécanismes
impliqués.

In vitro a travers des expériences de formation de tubes nous avons pu montrer que 3
PARPi (Olaparib, Talazoparib et Veliparib) sont capables d’inhiber la formation de réseaux de
plusieurs lignées classifiées triples négatives du cancer du sein. Cette inhibition est
indépendante du statut BRCA des tumeurs. En explorant les mécanismes impliqués dans cette
inhibition, nous avons pu mettre en évidence dans le sécrétome des cellules traitées par
I’Olaparib une diminution de certaines protéines régulées par NF-xB et impliquées dans
I’angiogenese comme PTX3, Serpine-E1, uPA, VEGF et IL-8. De plus, lorsque le facteur NF-
kB est inhibé par un inhibiteur spécifique, nous retrouvons les mémes effets sur le VM que ceux
observés par les traitements PARPi, confirmant I’implication de cette voie de signalisation.
Nous avons également démontré que I’expression de la protéine PTX3 était suffisante pour
contrecarrer les effets des PARPI sur la formation du VM.

Les travaux présentés dans cette these ont permis de montrer que les inhibiteurs de
PARP peuvent inhiber le VM dans les cellules agressives tumorales mammaires, et cela peut
étre expliqué par I’inhibition de la voie de signalisation NF-kB et des protéines régulées par
cette voie et impliquées dans I’angiogenéese. Ces résultats suggerent que I’inhibition de PARP
pourrait avoir de nouvelles implications thérapeutiques pour les cancers du sein les plus
agressifs.
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Chapitre 1 : le cancer du sein

I. Le cancer du sein
1.1. Anatomie du sein

Le sein est un organe sexuel secondaire constitué de tissus graisseux enrobant la glande
mammaire exocrine. Elle est qualifiée d’exocrine puisqu’elle sécréte des substances
destinées a étre expulsées de I’organisme dans le milieu extérieur. Elle est de densité
variable et est organisée en une vingtaine de lobes, eux-mémes divisés en lobules et
subdivisés en alvéoles sécrétoires ou acini [1]. Chaque lobe débouche au niveau du
mamelon, sur lequel on retrouve les orifices d’abouchement (les pores) des canaux
galactophores qui sont disposés de fagon circonférentielle. Le mamelon est joint a I’aréole,
et cela forme ainsi la plaque aréolo-mamelonnaire. L’enveloppe du sein est la peau qui est

séparée de la glande par le muscle mamillaire (Figure 1 et 2).

Cotes

Muscles intercostaux
Muscle pectoral mineur FI(]U re 1: Structure et
Muscle pectoral majeur | anatomie de la glande

mammaire (adapté

Lobule

d’un artwork de
Mamelon Patrick Lynch,
Aréole Medical illustrations)
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Sein Lobes Lobules Acini mammaires

Au nombre d’une lls sont Constitué de cellules

quinzaine, ils sont constitués de épithéliales

constitués de 20 & 10 4 100 sécrétrices de lait
40 lobules alvéoles

Figure 2: Structure des lobes mammaires (adaptée de www.santéallaitementmaternel.com)

Le sein est également parcouru par une vascularisation artérielle, un réseau veineux qui
assure un drainage. Aussi retrouve-t-on un réseau de vaisseaux lymphatiques qui recueillent et
transportent la lymphe loin du sein jusqu’aux ganglions lymphatiques [2]. Parmi eux on
retrouve les ganglions sus- et sous-claviculaires, les ganglions mammaires internes et les
axillaires qui eux se trouvent a I’aisselle et sont répartis en trois niveaux selon leur proximité
au grand pectoral. Le sein est également innervé par deux groupes de nerfs, les nerfs superficiels
cutanés, brachiaux et intercostaux, et les nerfs profonds qui suivent le trajet des vaisseaux dans

la glande.

Les hormones sexuelles (cestrogénes et progestérones) modulent tout au long de la vie le
développement et le fonctionnement de ces glandes mammaires. En effet, elles se développent
au moment de la puberté, augmentent en taille de maniére cyclique en période prémenstruelle
et en période de grossesse. A I’inverse, leur taille diminuent en phase post-lactation et lors de
la ménopause les glandes deviennent fibreuses [3]. Chez I’homme et I’enfant, la glande
mammaire est réduite a un petit amas glandulaire conservant néanmoins la méme organisation

qu’une glande adulte.
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1.2. Epidémiologie

Le cancer du sein est le cancer le plus courant dans le monde et est la cause premiere de
mortalité par cancer chez la femme. Il s’agit d’une pathologie survenant majoritairement (a
75%) chez les femmes agées de plus de 50 ans [4]. En 2020, 58 000 nouveaux cas ont été
diagnostiqués en France et malgré les progres thérapeutiques qui ont eu lieu au cours des
derniéres décennies, la mortalité associée est de 12 000 déces par an en France [5]. Ce nombre
diminue cependant d’année en année, en raison de 1’amélioration des traitements et des
stratégies de dépistages de plus en plus adaptées permettant un diagnostic a des stades précoces.
Bien que I’on estime a 3 cancers du sein sur 4 la proportion de guérison, le pronostic a une forte
variabilité selon les catégories de ce cancer. De plus, il existe une disparité quant au taux de
survie a 5 ans suivant les pays avec un taux de 80 % dans les pays développés et de moins de
40 % dans ceux en voie de développement [6]. Cette disparité se retrouve également au sein
d’un méme pays en fonction des régions et est corrélée aux inégalités sociales. Pour tenter d’y
remédier, plusieurs « plan cancer » ont été mis en place en France ce qui a notamment permis
la mise en place en 2004 de dépistage généralisé pour les femmes de plus de 50 ans permettant
des dépistages plus précoces [7]. Dans la mesure ou une femme sur huit y sera confrontée au

cours de sa vie, le cancer du sein reste un enjeu majeur de santé publique.

1.3. Classification des cancers du sein

Le cancer du sein est considéré comme une maladie hétérogéne selon plusieurs criteres.
Il existe une variabilité histopathologique, biologique, avec différents pronostics et différentes
réponses aux traitements. Cette hétérogénéité rend nécessaire 1’établissement d’une
classification afin de regrouper les différents sous-types de cancer. Cela permet de faciliter les

décisions thérapeutiques et d’affiner la prédiction des comportements tumoraux.
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1.3.A. Classification histologique

La classification histologique est basée sur la diversité morphologique des tumeurs [8].
Elle est utilisée mondialement et est relativement reproductible. Elle permet de définir si la
tumeur est limitée a 1’épithélium du sein ou si elle a envahi le stroma avoisinant, mais aussi si
elle est originaire des lobes ou du canal mammaire. Elle est évaluée par examen
histopathologique selon la classification de Nottingham [9], qui est une modification de la plus

ancienne classification de Scarff-Bloom-Richardson.

Les principaux types histologiques d’adénocarcinomes sont les suivants : les carcinomes
canalaires (majoritaires) ou lobulaires infiltrant et les carcinomes canalaires in situ. Il existe
¢galement d’autres types comme les carcinomes tubuleux, mucineux, micropapillaires [10]. Le
systeme de classification histologique est employé principalement pour les cancers du sein
infiltrant en se basant sur trois caractéristiques : la formation de tubules, le pléomorphisme
nucléaire indiquant la différence existant entre les noyaux de cellules cancéreuses vis-a-vis des
cellules saines, et la fréquence des mitoses caractérisant la division cellulaire [11]. Ces trois

critéres sont associés a un score allant de 1 a 3 (Tableau 1), et leur somme permet d’établir le

grade.
Grade Score total Description

1 (bas) 3ab Tumeurs aux structures bien formées, cellules différenciées.
Petits noyaux uniformes avec une division cellulaire lente

2 (moyen) 6ou7 Cellules modérément différenciées, classées entre grade 1 et 3

3 (haut) 8ou9 Tumeurs aux structures peu ou pas formées, cellules
cancéreuses peu différenciées ou indifférenciées. Noyaux gros
et variables de taille. Division importante

Tableau 1: Grades histologiques des cancers du sein

1.3.B. Classification moléculaire

En 2000, Perou et al. ont classé les tumeurs du sein selon leurs profils d’expression
génique en définissant une classification moléculaire en plusieurs sous-types [12] : les tumeurs

luminales (génes associés a la voie des récepteurs d’cestrogénes), HER2+ (surexpression et
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amplification du gene HER2), basal-like de phénotype triple négatif et normal-beast like. A
cette premiere classification se sont ajoutées d’autres propositions, divisant les sous-types déja
admis ou en ajoutant de nouveaux. Ces sous-groupes sont associés a des pronostics différents
(Tableau 2).

:
Molecular Subtypes Luminal A HER2+ TN
ER ER

ER+ ER+ ER+ - -
Biomarkers PR+ PR- PR-/+ PR- PR-
HER2- HER2- HER2+ HER2+ HER2-
Ki67low Ki67high Ki67low/high Ki67high Ki67high
Frequency of Cases (%) 40-50 20-30 15-20 10-20
. . Well Differentiated . . Little Differentiated | Little Differentiated
Histological Grade (Grade | Moderately Differentiated (Grade II) (Grade Il (Grade Il
Prognosis Good Intermediate Poor Poor
) Endocrine
. . Endocrine Target Therapy Chemotherapy
Response to Therapies Endocrine Chemotherapy Chemotherapy Chemotherapy PARP Inhibitors
Target Therapy

Tableau 2: Résumé de la classification moléculaire (selon Otoni et al., 2020)

Sous-types luminaux

Il s’agit de tumeurs dérivant de cellules luminales de I’épithélium mammaire et
exprimant le récepteur aux cestrogénes (ER). Le groupe luminal est divisé en deux : luminal A
et luminal B en fonction du score d’expression de la protéine Ki-67, lié a la prolifération. Cet
indicateur utilisé en clinique permet de classifier la tumeur selon le sous-type A (Ki-67 < 15
%), ou sous-type B (Ki-67 > 15 %). D’autres critéres permettent de classer les tumeurs en
luminales A ou B. L’expression du récepteur a la progestérone (PR) permet d’établir un score
qui doit étre supérieur a 20% pour les luminales A et inférieur pour les luminales B. le gene
HER2 (Human epithelial growth factor receptor-2) doit étre inférieur a 10 % dans le sous-type

A, et peut étre inférieur ou supérieur dans le sous-type B.

Le sous-type A, avec une fréquence de 40-50 %, a le pronostique le plus favorable et
montre généralement moins de propagation aux glandes lymphatiques. Ces tumeurs, qui sont
positives a PR et ER, permettent aux patientes de bénéficier des thérapies endocrines, ciblant
les récepteurs aux cestrogénes. En revanche, le sous-type B d’une fréquence de 20 a 30%, a un
pronostic plus intermédiaire et montre que peu de bénéfices aux hormonothérapies. Les

patientes nécessitent alors des traitements additionnels au vu de 1’agressivité de ce sous-type.
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L’évolution des techniques de génomique a permis d’affiner cette classification. En
2016, suite au constat de la grande hétérogénéité du groupe luminal, un groupe de recherche a
permis via I’analyse génétique de 2000 génes par RNA-seq de subdiviser les luminales en deux
groupes : LumA-R1 et LUumA-R2 [13]. Les lumA-R1 sont un mixte de tumeurs A et B de type
canalaire, et les lumA-R2 montrent une surexpression de 1068 genes liés au systeme
immunitaire. Cette nouvelle classification permettrait d’établir une meilleure corrélation a la
survie et aux récidives. Plus réecemment, en 2019, une étude a permis de diviser le groupe des
luminales A en cing sous-types (stem-like, entérocyte, goblet-like, inflammatoire, amplification
de transit (TA)) qui ont permis d’expliquer une hétérogénéité transcriptomique supplémentaire
que les LumA-R1 et lumA-R2 n’avaient pas pu montrer [14]. Cette nouvelle classification se
base sur les mutations et le nombre d’altérations du nombre de copies somatiques (CNASs), sur
des caracteristiqgues moléculaires et en association avec la résistance au traitement par

hormonothérapie avec une molécule anti-cestrogénique qui est le Tamoxifen.
Sous-type HER2+

Environ 15 a 20% des tumeurs nouvellement diagnostiquées sont de sous-type HER2+,
caractérisé par une expression haute de HER2 (> 10%). Ces tumeurs n’expriment pas de
récepteurs aux cestrogénes ou progestérone, et ont une expression élevée de Ki-67 (> 20%).
Elles présentent des propriétés de forte prolifération, sont souvent de haut grade histologique,
et ont un potentiel métastatique rendant le pronostic moins bon comparé aux tumeurs luminales
avec un taux de survie sans-récidive court. Cependant, grace aux avancees thérapeutiques et au

développement de thérapies ciblées anti-HERZ2, le pronostic tend a s’améliorer.
Sous-type triple-négatif/basal-like

Représentant 10 a 20% des cas, ces tumeurs n’expriment ni les récepteurs aux
cestrogénes, ni a la progestérone, ni HER2 et ont un fort taux de prolifération avec une
expression de Ki-67 haute (> 30%). Elles sont plus fréquentes chez des patientes jeunes avec
des mutations du gene BRCAL (Breast cancer 1), et présentent un grade histologique élevé.
Aussi présentent-elles une activation des genes exprimés par les cellules myoépithéliales
(basales). 1l existe une forte hétérogenéité génétique de ce groupe et des études plus récentes

ont permis de le subdiviser en 7 sous-groupes [15], [16].

- Les sous-types basal-like BL1 et BL2, qui expriment les genes des cellules basales avec

cependant des différences en termes de réponses immunitaires.
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- Le sous-type LAR pour luminal androgen receptor qui a une signature génique liée au
métabolisme des androgenes.

- Le sous-type immunomodulateur (IM) caractérisé par 1’expression génique de génes
impliqués dans les voies de signalisation immunologiques.

- Les tumeurs Claudin-low (CL) possédent un faible taux de protéines de jonctions
cellulaires (les claudins 3, 4, 7). Elles montrent un enrichissement pour les marqueurs
de la transition épithélio-mésenchymateuse et de la réponse immune, ainsi qu’une forte
corrélation avec les signatures de type « cellules souches ».

- Deux types mésenchymateux : M pour méesenchymateux et MSL pour mesenchymal
stem-like. lls présentent une régulation positive des génes impliqués dans la transition
épithélio-mésenchymateuses mais différent par 1’expression de génes liés aux cellules

souches et a I’angiogeneése.

L’enjeu est de taille pour la prise en charge clinique de ce sous-type, car le pronostic est
mauvais di au manque de thérapies efficaces ciblant les tumeurs triples négatives. Les thérapies
autres que chirurgicales se limitent aux chimiothérapies et aux inhibiteurs de PARP pour les
patientes mutées BRCAL et 2. 1l est a noter que les tumeurs basal-like et triples négatives sont
similaires, mais les basal-like présentent des profils protéiques parfois différents des triples

négatives, et par conséquent toutes les tumeurs triples-négatives ne sont pas basal-like.

1.3.C. Classification TNM

Le systeme de classification TNM (Tumeur, Nodes, Métastases) est couramment utilisé
en clinique pour definir les stades de la maladie [17]. Ce systéme est utilisé dans un but
pronostic et de planification thérapeutique. 1l se base sur trois aspects : I’extension Tumorale
(TO-T4), I’atteinte ganglionnaire (Nodes) (NO-N3), et I’existence de Métastases (MO0-M1)

(TNM). De maniére simplifiée, voici une description de la classification :
T : Tumeur
Cet indice décrit la taille de la tumeur.

Tx : Tumeur primaire qui ne peut pas étre évaluée

TO : Pas de tumeur primaire
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T1: Tumeur de taille <2 cm
T2 : Tumeur de taille comprise entre 2 et 5 cm
T3 : Tumeur supérieure a 5 cm

T4 : Tumeur avec une extension soit a la paroi thoracique soit a la peau, quelle que soit la taille
N : Nodes : ganglions lymphatiques régionaux

Ce score caractérise la dissémination aux ganglions. Cette classification peut se faire
soit de maniére pathologique via I’analyse de tissu récolté par chirurgie (0 TNM) soit de maniere

clinique aprés examen des tests biologiques et radiologiques (CTNM) [18] (Figure 3 et Tableau
3).

Ganglions lymphatiques du sein

Figure 3: Schéma de la

localisation anatomique
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Clinique cN

Pathologique pN

cNXx : Evaluation ganglionnaire non réalisable

pNx : Evaluation ganglionnaire non réalisable

cNO : Absence d’envahissement ganglionnaire

PNO : Absence d’envahissement ganglionnaire

cN1mi : Micrométastases comprises entre 0.2
mm et 2 mm

pN1mi : Micrométastases comprises entre 0.2

mm et 2 mm

cN1 : Métastases mobiles dans les ganglions

pN1 : pNla. Métastases dans 1 a 3 ganglions
axillaires, pN1b. métastases supérieures a 0.2
mm dans les ganglions sentinelles mammaires

interne et pN1c. association de pNZla et pN1b

cN2 : cN2a. Métastases fixées dans les
ganglions homolatéraux ou cN2b. métastases
dans les ganglions mammaires internes mais
sans envahissement axillaire

pN2 : pN2a. Envahissement dans 4 a 9
ganglions axillaires dont au moins une supérieur
a 2 mm et pN2b. métastases mammaires
internes cliniques en ’absence d’envahissement
ganglionnaires axillaire

cN3 : ctN3a. Métastases dans les ganglions sous-
claviculaires homolatéraux, cN3b. métastases
dans les ganglions mammaires internes avec
envahissement axillaire et cN3c dans les
ganglions sus-claviculaires homolatéraux

pN3 : pN3a. Envahissements métastatiques dans
> 10 ganglions axillaires dont au moins une
supérieure @ 2 mm ou métastases sus-
claviculaires, pN3b. qui présente des métastases
mammaires internes cliniques avec
envahissement axillaire a I’examen
microscopique et pN3c. atteinte ganglionnaire
sus-claviculaire homolatérale

Tableau 3: Classification N clinique (cN) et pathologique (pN)

M : Métastases

L’¢état métastatique est évalué suivant les critéres suivants :

Mx : non déterminé

MO : pas de signe de métastases
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cMO(i+) : Pas de signe de metastases (radiologique, examen physique) mais presence de
cellules cancéreuses dans le sang, la moelle osseuse ou les ganglions lymphatiques retrouvées

par des tests en laboratoire

cML1 : Dissémination dans une autre partie du corps, a distance, diagnostiqué par radiologie ou

palpation

pML1: le cancer mesure plus de 0.2 mm a métastasé a distance, et confirmation par

biopsie/chirurgie/radiologie

I.4. Facteurs de risques

Le cancer du sein est une maladie dont le développement est multifactoriel pour laquelle
le lien de cause a effet est difficile a établir. Malgré tout, des études épidémiologiques et
expérimentales menées a travers le monde ont permis d’identifier plusieurs facteurs de risques.
Parmi eux on retrouve des facteurs de risques internes, propres a I’individu (1’age, les facteurs
familiaux et génétiques, des facteurs reproductifs et hormonaux, 1’obésité et la densité
mammaire, etc.) ainsi que des facteurs de risques externes propres au mode de vie (tabac,

alcool, alimentation, environnement, pollution, pesticides, etc.) [19].

1.4.A. Les risques intrinseques

Le sexe et I’age

Tout d’abord le sexe de la personne est, de maniére évidente, le premier facteur étant
donné que ce cancer touche pour 99 % des cas des femmes. L’age est également important
puisqu’environ 80 % des cancers du sein se développent apres 50 ans [20]. C’est pour cette
raison qu’en France un dépistage gratuit est proposé aux femmes de 50 a 74 ans depuis 2004
par mammographie et examen clinique des seins, tous les deux ans. La frégquence de ces
dépistages est plus élevée en fonction de la situation individuelle. L’age est aussi corrélé au
type de cancer du sein que 1’on détecte. 1l a été montré que la fréquence des tumeurs positives
aux récepteurs des cestrogénes augmente avec 1’age alors que la fréquence des tumeurs triples

négatives est plus fréquente avant 50 ans [21].
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Facteurs hormonaux et reproductifs.

Les cestrogeénes sont les hormones les plus liées au cancer du sein, et I’imprégnation
cestrogénique est un des principaux facteurs de risque. Ces hormones stéroidiennes regroupent
trois hormones : I’cestradiol, 1’cestrone et 1’cestriol. Elles sont produites par une chaine de
réactions a partir du cholestérol. Cette imprégnation cestrogénique dépend de plusieurs
paramétres. L’age de la ménarche (des premiéres regles) et de la ménopause influent sur la
durée d’exposition aux cestrogénes et plusieurs études ont ainsi montré que la survenue du
cancer du sein serait augmentée par une puberté précoce (avant 12 ans) ou par une ménopause
tardive (apres 50 ans) [22].

L’effet des cestrogenes est appuyé par des études cliniques utilisant par exemple des
traitements d’hormonothérapies, tels que les inhibiteurs de I’aromatase (Ais) ou des
modulateurs sélectifs du récepteur aux cestrogenes (SERMSs), montrant ainsi une réduction du
risque de rechute chez les patientes atteintes de tumeurs exprimant les récepteurs aux

cestrogenes [23].

Les grossesses ont aussi un impact sur le risque de développer un cancer du sein, avec
une dualité quant a ses effets. En effet, dans la période immédiate post grossesse le risque de
cancer est élevé. On estime que 0.7 a 3.8 % des cancers du sein sont associés a une grossesse
[24]. Cette fréquence est d’ailleurs en augmentation en raison de 1’age plus tardif de survenue
d’une grossesse dans les pays industrialisés. Ce risque diminue graduellement par la suite.
Comparé aux femmes nullipares, une grossesse conduite a terme réduit les risques du cancer
du sein et cet effet augmente avec le nombre de grossesses [25]. L’allaitement a également un
effet protecteur qui est corrélé a la durée de ’allaitement. D’autres facteurs entrent en compte
comme par exemple 1’adge de la premicre grossesse, qui, tardive, serait associée a une

augmentation des risques [26].
Antécédents, facteurs familiaux et génétiques

Prés de 20 a 30 % des cancers du sein surviennent chez des femmes qui ont des
antécédents familiaux de cancers dont des cancers du sein selon I’INCa [27]. Plusieurs raisons
peuvent expliquer ce phénomene, telles que les facteurs génétiques, mais aussi
environnementaux et comportementaux. Les études montrent que le risque augmente selon le
degré de proximité, mais aussi suivant le nombre de parents touchés, la précocité, le nombre

d’occurrences chez le parent touché, avec la survenue de cancers controlatéraux (dans le sein
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opposé) ou ipsilatéraux (dans le méme sein) multiples. Par exemple, lorsqu’il s’agit d’une
parente au premier degré (mere, sceur, fille) ayant eu un cancer en particulier avant la
ménopause, le risque d’étre atteinte de ce type de cancer est d’environ deux fois plus élevé. Ce

risque est diminué lorsqu’il s’agit de parentes au second degré [28].

Les antécédents propres a chacun sont aussi a prendre en considération dans
I’évaluation des risques. Une femme ayant déja eu un cancer de sein, a un risque plus élevé
d’en développer un deuxiéme au cours de sa vie, soit dans le méme sein soit dans le sein opposé,
ou a distance ; 30 % des patientes ayant eu un cancer du sein dont la maladie a été totalement
éliminée par les traitements, récidiveront [29], [30]. Le temps entre la guérison et la rechute
varie selon plusieurs facteurs de risques tel que 1’age de la patiente, la taille de la tumeur,

I’agressivité du cancer initial et les stratégies thérapeutiques utilisées

On estime que 5 a 10% des cancers ont une origine génétique. C’est en partie 1ié aux
génes BReast Cancer 1 et 2 (BRCA1/2) qui sont décrits comme étant impliqués dans 80 % des
cancers du sein d’origine génétique [31]-[33]. Ce sont des génes suppresseurs de tumeurs
localisés dans les chromosomes 17q et 13qg. lls codent pour des facteurs inhibiteurs de
prolifération cellulaire mais aussi de contrdle du cycle cellulaire, de la réparation de I’ADN et
d’autres processus cellulaires importants [34]. Des mutations dans ces génes augmentent le
risque de tumeurs du sein. Le géne BRCAL est lié a des tumeurs de haut grade souvent triples

négatives [35].

Structure mammaire

Les lésions mammaires antérieures multiplient par 3 ou 4 le risque de développer un
cancer du sein [36]. De plus, la densité mammaire est un facteur de risque. La densité est
estimée par un radiologiste a I’issu d’une mammographie ou il estime la quantité de
parenchyme mammaire radio-opaque en relation avec les tissus adipeux translucides [37]. En
effet, le tissu glandulaire est radiologiquement dense, bloquant les rayons X et apparait blanc
alors que le tissu adipeux laisse passer les rayons X. Dans le cadre de la détection des tumeurs
mammaires par mammographie, il a été montré que la densité mammaire induit une sous-
détection des tumeurs car les tissus denses peuvent obstruer la détection des tumeurs [38]. En
1953 la densité fut identifiee comme un facteur de risque potentiel de cancer du sein [39].
Aujourd’hui, les différentes densités sont le plus souvent classées selon le lexique BI-RADS

(Breast Imaging Reporting and Data System). Il a permis de déterminer le pourcentage de
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chaque densité dans la population générale. Ainsi, 10 % des femmes ont des seins presque
entierement constitués de tissus adipeux, 40 % ont des zones dispersées de densité
fibroglandulaire, 40 % ont des seins avec une densité hétérogéne et pour finir 10 % ont des

seins extrémement denses (Figure 4).

Level 2 Level 4

Entiérement Zones de densité Densité Forte densité
tissus adipeux fibroglandulaire hétérogéne Baisse la
Peut cacher de sensibilité de la

petites masses mammographie

Figure 4: Les quatre stades de densité mammaire (adaptée de mayoclinique.org)

Le risque relatif est moins important que d’autres risques majeurs dans le cancer du sein
comme les antécédents familiaux. Cependant, étant donné qu’environ 50 % des femmes ont
des seins denses, des auteurs ont proposé que le facteur de la densité seul peut-étre considéré
comme un facteur de risque majeur comparé a d’autres facteurs plus forts mais moins répandus
[40].

Les mécanismes biologiques sous-jacents expliquant cette augmentation de risque par
une forte densité mammaire restent largement inconnus. Quelques hypothéses émergent afin
d’expliquer ce mecanisme, comme par exemple la relation entre la densité et le

microenvironnement mammaire [41].

II est intéressant de noter qu’il existe a premiere vue un paradoxe. En effet, le risque de
cancer du sein est plus faible lorsqu’il y a de faibles densités mammaires et donc la présence
de tissus adipeux en plus grande proportion. Or, et nous le verrons par la suite via les risques

liés a 1’obésité, une forte adiposité est genéralement associée a un risque accru de cancer du
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sein chez la femme post-ménopausée. Le rdle du tissu adipeux mammaire aurait

potentiellement un réle différent par rapport a d’autres dépots anatomiques.

1.4.B. Les risques extrinséques

Les hormones exogenes

La pilule contraceptive était, en 2016 en France, la méthode la plus utilisée dans le cadre
de la contraception [42]. Il ne s’agit pas de la seule méthode de contraception de type hormonal.
En effet, le DIU, I’implant, le patch ont eux aussi un fonctionnement basé sur la libération
d’hormones. De nombreuses études ont été publiées sur le role qu’a la prise de contraception
orale (CO) sur I’incidence et le développement du cancer du sein. Jusqu’a maintenant, les
résultats sont toujours controverses [43]. Il a été montré a plusieurs reprises que la
contraception hormonale augmente légérement le risque de cancer du sein, mais que ce risque
est trés bas jusqu’a I’age de 40 ans. En outre, ce risque est lié & la durée de prise du contraceptif
[44]. Mais les différentes études sur ce sujet montrent des résultats inconstants, allant d’aucune
augmentation a une augmentation de 30 % des risques [45]. IIs dépendent également du type
de CO, avec un accroissement du risque chez les femmes prenant des CO oestroprogestatives
comparé a celles prenant des CO d’cestrogéne seul [46]. Des études ont également montré qu’il
n’y avait pas de risque associé¢ a la prise de CO a la récurrence d’un cancer du sein aprés son

diagnostic et sa rémission [47].

Il existe également I’exposition aux hormones chez la femme ménopausée qui a pour
but I’atténuation des symptomes li¢ a la ménopause, qu’on appelle les traitements hormonaux
de la ménopause (THM). Pendant longtemps les THM étaient utilisés de facon quasi
systématique et sur de longues durées. Environ 1 femme sur 2 prenait un traitement hormonal
en France en 2000. Leur utilisations a diminue drastiqguement a partir des années 2000 [48]. Ce
changement de fréquence d’utilisation faisait suite principalement a une étude parue en 2002
par la Women’s Health Initiative aux Etats-Unis qui rapportait un risque accru de cancers du
sein et de maladies cardiovasculaires [49]. Aprés la parution de cette étude, d’autres études
faites cette fois-ci sur des thérapies utilisées en France ont permis de mettre en avant les risques
de ces traitements mais également le fait qu’ils sont dépendants de la nature des THM. Il est

substantiellement plus élevé pour les cestroprogestatifs, combinant cestrogenes et progestérone
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[50]. Depuis, les recommandations ont changé et il est recommandé d’utiliser les THM
uniquement si les patientes se plaignent de symptomes altérant leur qualité de vie et qu’elles
expriment le souhait de se traiter, en prenant en compte le profil de chaque patiente vis-a-vis
de ses risques cardiovasculaires ou de cancer du sein et de I’utérus. Aujourd’hui, moins de 10

% des femmes ménopausées prennent un traitement hormonal.
Mode de vie
e Obésité et alimentation

L’obésité est une maladie résultant de 1’adaptation aux récentes évolutions des modes
de vie. Selon ’OMS, 39 % des adultes dans le monde sont en surpoids et 13 % sont obéses
[51]. Les recommandations actuelles classent le degré d’obésité en se basant principalement
sur I’indice de masse corporelle (IMC) qui est le rapport de la masse corporelle (en kg) divisé
par la taille au carré (en metres) [52]. Les complications associées sont nombreuses, on peut en
particulier citer le diabéte de type 2 ou encore les maladies cardiaques et les cancers.
Concernant le cancer du sein, il semblerait y avoir un risque augmenté de 73 % de développer
un cancer du sein luminal B chez les femmes avant la ménopause et 67 % d’augmentation des
cancers triple négatifs [53]-[55]. De plus, les femmes diabétiques sont elles aussi a plus fort

risque de développer un cancer triple négatif [56].

De nombreux facteurs liés a 1’obésité peuvent étre responsable de 1’augmentation du
risque de développement du cancer du sein chez la femme obese. Parmi eux, on peut citer
I’augmentation du niveau d’cestrogenes via I’activité aromatique des tissus adipeux, mais aussi
I’hyper-activation des facteurs de croissance insulino-semblables (IGFs : Insulin-like Growth
Factor) [53], la surexpression de cytokines pro-inflammatoires, la présence d’adipokines

dérivées des adipocytes, I’hypercholestérolémie ou encore un stress oxydatif [57].

De récentes études s’intéressent également a 1I’impact du microbiome intestinal sur la
survenue de cancer. L’exemple le plus connu étant le cas de I’infection a Helicobacter pylori
qui est liée au cancer gastrique [58]. Il est important de noter que la composition du microbiome
est différente chez la personne obese par rapport a la personne avec un IMC « normal » [59] et
que, dans certains cas, la composition peut étre différente chez les personnes avec un cancer
[60]. Plus récemment un lien entre le microbiome et le cancer du sein a été exploré. On peut
citer en exemple 1I’étude des estrobolomes, des agrégats de bactéries capables de métaboliser

les cestrogenes, qui en grande quantité peuvent promouvoir la réabsorption d’cestrogénes
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déconjuguées dans la circulation [60]. L’impact que cela pourrait avoir sur la progression et le
pronostic reste a élucider. Il peut également y avoir un effet cestrogéne-indépendant. Une étude
amis en évidence qu’un métabolite bactérien, I’acide lithocholique, peut limiter la prolifération
des cellules cancéreuses mammaires in vitro et in vivo. Ces interactions restent complexes, et
leurs compréhensions restent a approfondir. En effet, comme le souligne le papier de B. A.
Helmink dans Nature Medicine [61], le microbiome peut conférer des susceptibilités & certains
cancers et influencer la réponse aux thérapies et ¢’est notamment ce qui est observé avec la

réponse aux immunothérapies.

Pour finir, la nutrition influence aussi le risque de développer un cancer du sein.
Premicrement, le régime alimentaire est 1i¢ a I’obésité, au diabéte, au microbiome intestinal, a
I’adiposité et comme on vient de le voir cela constitue un facteur de risque supplémentaire. Le
type de régime joue un rdle complexe. La consommation de viande rouge par exemple est un
facteur de risque di a la présence d’hémes contenant du fer et a I’administration d’cestrogénes
aux bétails, ainsi qu’aux mutagénes produits par la cuisson [62]. Il en va de méme pour la
viande transformée dont la consommation est associée a un plus fort taux de cancer du sein
post-ménopause [51]. Suite aux recherches faites sur le sujet, I’OMS a classé la viande rouge
comme probablement cancérogene et la viande transformée comme cancérogene pour

I’homme.

Par ailleurs, la consommation de produits laitiers est controversée [63]. Les études
montrent tant des effets protecteurs que des effets délétéres [64]. Cela peut étre di a la variété
des produits laitiers consommeés dans les différentes études et plus généralement aux différentes
méthodologies. En revanche les graisses provenant de produits laitiers ont été montrées comme
étant associées avec le cancer du sein [65]. De méme que la consommation de soja qui est une
source d’isoflavones, ayant une activité cestrogénique faible [63], [66]. Mais ’association de
cette consommation avec le cancer du sein reste controversée et cela pourrait dépendre de la

situation géographie (pays asiatiques vs pays occidentaux).
¢ Consommation alcolo-tabagique

Des études ont permis de montrer que la consommation de plus de trois verres d’alcool
par jour augmenterait le risque de cancer du sein de 40 a 50 % et que 5 % des cancers en Europe
étaient imputables a I’alcool [67]. Il est admis que la consommation d’alcool est corrélée a un
risque du cancer du sein, mais les méta-analyses réalisées montrent qu’en fonction de la zone

géographique, du type de boisson, et de la fréquence de consommation il existe des différences
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significatives [68]. Le tabagisme actif ou passif est lui associé a un risque modestement plus

élevé de cancer du sein [69], [70].

e Situation géographique et statut socio-économique

Il existe sans surprise des disparités en terme de survie en fonction de la situation socio-
économique des femmes [71]. Les études visant a analyser les disparités doivent prendre en
compte plusieurs points : le dépistage, I’incidence, le stade du diagnostic, la qualité de vie,
I’intervalle de diagnostic, le profil hormonal, le traitement chirurgical, la survie et la mortalité.
Une confusion resulte de cette grande hétérogeneité de mesures et d’approches que 1’on
retrouve en comparant les études existantes. Il est cependant possible de mettre en avant le fait
que le lieu de vie ait un réel impact. Les femmes vivant dans des zones désavantagées d’un
point de vue soit économique, soit géographique, ou Vvis-a-vis d’accés aux services, ont une
survie réduite liée au cancer du sein. Une étude de 2018 a aussi mis en évidence la différence
en terme de traitement recu entre les femmes ayant un statut socioéconomique bas versus haut
[72]. Ces différences existent lorsque I’on compare les statuts aux extrémes mais également les

statuts plus bas entre eux.

I1.Développement du cancer du sein

I1.1.  Latumorigeneése

La carcinogenése mammaire est un processus multi-étapes évolutif qui résulte, selon
I’approche réductionniste, d’une accumulation de mutations génétiques au sein d’une cellule.
Ces altérations provoquent 1I’émergence d’un clone tumoral (cellule initialement altérée et ses
descendants), formant la tumeur, qui avec ’accumulation de mutations au cours du temps
feront émerger des sous clones. Il existe de ce fait une grande hétérogénéité au sein de la tumeur
primitive, mais aussi entre la tumeur et les métastases, et entre les métastases elles-mémes [73].
Une approche alternative dite holistique étudie I’ensemble des systémes comme un tout ; en
fonction du type cellulaire, des mutations et de la fonction des génes mutés, de I’environnement

tumoral et des thérapeutiques.
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L’évolution des connaissances a permis d’identifier les étapes clés de la transformation

d’une cellule saine en cellule cancéreuse (Figure 5) [74]:

e L’initiation : il s’agit de 1’événement initial, 1’altération du génome spontané ou
survenant suite a 1’exposition d’agents génotoxiques. Certains agents sont endogeénes
(comme par exemple les cestrogénes [75]), d’autres sont exogenes; c’est le cas des
carcinogenes chimiques (certains produits industriels comme les agents alkylants), des
virus (le virus du papillomavirus causant le cancer du col de 1’utérus [76]), ou encore les
radiations (exposition au soleil et aux ultraviolets). Les altérations peuvent également
résulter de modifications épigénétiques qui n’entrainent pas de modifications structurales
de I’ADN mais des modifications de I’expression de génes. Il en résulte des pertes ou gains
de fonctions cellulaires rendant les cellules autonomes face aux systémes de maintien de
I’homéostasie cellulaire. Cette étape est irréversible, mais plusieurs issues sont
possibles ; soit le matériel génétique est réparé grace aux mécanismes de réparations de
I’ADN, soit les mécanismes de mort programmeée interviennent, soit la cellule se divise et
la lésion est transmise.

Ces altérations peuvent activer des proto-oncogeénes (genes favorisant la tumorigenese).
Plus d’une centaine de proto-oncogénes sont connus, on y retrouve les genes codant pour
la famille Ras, retrouvées dans 20 a 30% des tumeurs [77]. Elles peuvent aussi inhiber des
génes suppresseurs de tumeurs, dont P53 est un exemple notoire puisqu’il contrdle le cycle
cellulaire, I’apoptose, et les mécanismes de réparation et sa mutation est retrouvée dans de
nombreux cancers [55], [78].

e La promotion : elle est caractérisée par la prolifération anarchique des cellules mutées ou
initiées formant un ensemble de clones et duquel résulte un carcinome in situ. Lors de cette
phase, les cellules vont de surcroit accumuler de nouvelles anomalies génétiques
aboutissant a une instabilité génétique. Cette étape est réversible et est influencée par des
agents promoteurs qui souvent sont non génotoxiques mais qui dérégulent I’homéostasie.
La cigarette a par exemple un effet promoteur démontré : des études ont montré que
I’exposition répétée a la fumée de cigarette promeut le développement tumoral chez les
souris apres initiation par des agents génotoxiques [79].

e Laprogression : il s’agit d’une phase clinique ou le néoplasme est cliniquement détectable.
Lors de cette étape, irréversible, la dissémination est possible. Plusieurs conditions sont
nécessaires comme d’autres mutations résultant de !’instabilité génétique durant la

promotion, le recrutement des cellules immunitaires et inflammatoires sur le site tumoral,
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la capacité des tumeurs a acquérir des capacités de réparation (via la sécrétion de chimio-
attractants attirant les cellules inflammatoires, de facteurs angiogéniques, de protéases,
etc.). Il existe des agents de la progression comme par exemple 1’inflammation, le benzéne,
le stress oxydatif... Les cellules envahissent alors le tissu conjonctif et peuvent former des

métastases par voie sanguine ou voie lymphatique.

Initiation Promotion Dissémination

Epithélium Hyperplasie . me in Carcinome Carcinome
ductale

normal 3 situ invasif métastatique
atypique

Figure 5: Représentation des stades de la carcinogenése (inspiré de Lui et al., 2015)

Tout au long de ce développement les cellules vont acquérir des capacités biologiques
nécessaires au développement de la tumeur et interagir avec leur environnement qui évolue
conjointement a la cellule en transformation. Ces comportements cellulaires ont été décrits au
début des années 2000, par Hanahan et Weinberg, qui avaient pour but de fournir une liste
d’altérations et de caractéristiques essentielles a la malignité, nommées « hallmarks of
cancer » [80] (Figure 6). Initialement elles étaient au nombre de 6 : I’autosuffisance en
facteurs de croissance, I’insensibilité aux signaux suppresseurs de croissances avec perte de
I’inhibition de contact, la capacité d’invasion et de métastases, I’immortalité réplicative et

I’induction de 1’angiogenése.
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En 2011, un complément a cette premiére liste a été ajouté dans lequel on trouve la
capacité des cellules a échapper au systeme immunitaire, un état inflammatoire propice au
développement de la tumeur, I’instabilité du génome et la présence de mutations avec une
reprogrammation du métabolisme cellulaire [81] . Plus récemment en 2022, de nouvelles
dimensions a ces caractéristiques ont été apportées (Figure 7) [82]. Se sont alors ajoutées la
plasticité phénotypique et la différenciation altérée des cellules tumorales. En effet les cellules
tumorales, a I’inverse des cellules saines dont la différenciation est associée a un arrét de
prolifération, peuvent échapper a la différentiation et avoir un état de plasticité phénotypique
pour continuer de proliférer. A noter qu’il ne s’agit pas d’une nouvelle caractéristique mais
d’un processus préexistant dans les cellules normales, qu’elles utilisent pour régénérer des
tissus, qui est ici utilisé par les cellules tumorales [82]. Une autre nouvelle caractéristique est
la reprogrammation épigénétique, qui est reconnue comme commune & de nombreux cancers.
L’impact du microbiome a été reconnu comme un hallmark. Champ grandissant de la recherche
et en pleine expansion, des chercheurs ont montré que des microorganismes peuvent exercer
des effets protecteurs ou déléteres sur le développement du cancer et la réponse aux thérapies
[61], [83]. Pour finir, I’'importance des cellules sénescentes est reconnue cComme un composant
du microenvironnement tumoral. Dans certains contextes les cellules sénescentes environnantes
peuvent stimuler le développement et la progression tumorale et sont un élément clé du

microenvironnement.
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1.2 Transition épithéelio-mésenchymateuse : invasion et métastase

I1.2.A. La transition épithélio-mésenchymateuse

Au cours du développement tumoral les cellules vont acquérir des capacités via des
modifications génétiques et épigénétiques, qui vont leur permettre de se dissocier, de traverser
la lame basale et d’envahir les tissus environnants. Dans certains cas, les cellules tumorales
traversent 1’épithélium vasculaire ou lymphatique pour rejoindre la circulation et se disséminer
a distance de la tumeur primaire. Le carcinome infiltrant ou invasif donne alors naissance a des
métastases. Deux phénomenes intrinséquement associes au développement tumoral permettent
cette dissémination : la diversité génétique et la plasticité tumorale. Dans ce contexte, le
mécanisme au cours duquel une cellule épithéliale devient une cellule invasive
mésenchymateuse, appelé transition épithélio-mésenchymateuse (TEM), a un role clé (Figure
8).

La TEM est un processus fondamental requis pour 1’embryogénése ainsi que pour les
processus de cicatrisation. Lors de ce processus, les cellules épithéliales acquierent les
caractéristiques des cellules mésenchymateuses. Ainsi, elles perdent leur cohésion, leurs

jonctions cellules-cellules, leur polarisation et réorganisent la structure de leur cytosquelette
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afin de s’individualiser et de devenir mobiles. Ce mécanisme est également retrouvé dans la
carcinogeneése de tumeurs solides, I’invasion et les métastases [84], [85]. La TEM est
dépendante de facteurs de transcriptions, dont ZEB, SLUG, SNAIL1 et TWIST1 [86] et peut
étre activée par des conditions comme I’hypoxie, a travers divers stimuli (TNF-a, TGF-B, etc.),
ou encore par des composants de la matrice extracellulaire tels que le collagéne et I’acide
hyaluronique [87]. En résume les voies de signalisations régulant la TEM sont nombreuses et

complexes.

La perte de marqueurs épithéliaux que 1’on retrouve au cours de cette transition concerne
principalement la perte de E-cadherin, a-catenin, et de y-catenin. A I’inverse il y a un gain de
marqueurs mesenchymateux tels que la fibronectine, la vimentine, la N-cadherin et des

métalloprotéases impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire (MMPs) [87].

Phénotype
épithélial

Phénotype
intermédiaire

Phénotype
mésenchymal

; Expression de
génes associés
| alaTEM

Figure 8: Représentation de la transition épithélio-mesenchymateuse (inspiré de
Cristofanilli et al., 2010)

Cette transition en cellule mésenchymateuse est associée a un mauvais pronostic chez
les patientes atteintes de tumeurs triples-négatives du sein [89]. Au debut des années 1990, le

réle de la TEM dans la résistance aux traitements a été propose dans une étude realisee sur deux
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lignées tumorales mammaires (MCF7 et ZR-75-B). Sommers et al. montrent que les cellules
résistantes aux chimiothérapies présentent une expression de la vimentine et ont perdu des
protéines de 1’adhésion cellulaire ainsi que des jonctions serrées [90]. Depuis, le role
antagoniste de la TEM est reconnu dans les thérapies anti-tumorales [91] et notamment dans la
résistance a la chimiothérapie dans le cancer du sein [92]. 1l existe de nombreuses explications
a cela; I'une d’entre elles s’appuie sur le lien existant entre la TEM et certaines voies de
signalisations, comme la voie NF-«kB qui est régulatrice de la TEM par I’induction de SNAIL.
NF-kB joue un rdle dans la résistance aux stimuli d’induction de mort cellulaire mais egalement
aux chimiothérapies. Il a par ailleurs ét¢ montré que I’inhibition de NF-kB permet de

sensibiliser les cellules tumorales mammaires a la doxorubicine [87].

Il est a noter qu’au sein d’une tumeur, la TEM n’est pas homogene. En effet, une tumeur

est constituée de cellules aux phénotypes hétérogenes épithéliaux et mésenchymateux.

11.2.B. TEM et cellules souches cancéreuses

Les cellules souches sont caractériseées par leurs capacités d’autorenouvelement et de
différenciation en divers types cellulaires spécialisés [93]. Les cellules souches cancéreuses
(CSCs) représentent une petite population au sein des tumeurs, on dénombre entre 0.1 et 1 %
de cellules tumorales souches dans les tumeurs [94]. Elles peuvent provenir de la masse
tumorale qui suite a une succession de mutations se sont dédifférenciées, ou de cellules souches
pré-existantes dans 1’épithélium mammaires qui ont dérivé en CSCs sous I’influence de
I’environnement tumoral [95]. C’est un ¢lément clé de 1’invasion, de la progression tumorale

et de la résistance aux thérapies conventionnelles [96].

Ces cellules expriment les marqueurs moléculaires des cellules souches de 1’épithélium
mammaires : CD44(+)/CD24(-) [97]. La glycoprotéine de surface CD44 se lie a 1’acide
hyaluronique, composant de la matrice extracellulaire (MEC) et médie les interactions cellules-
cellules et cellules-protéines de la matrice telles que les MMPs ou 1’ostéopontine. CD24 est une
protéine de surface glycosylée qui a une fonction dans la prolifération et le processus
métastatique. Du fait de la grande hétérogénéité inter et intratumorale, 1’indicateur
CD44(+)/CD24(-) n’est pas suffisant pour déterminer s’il s’agit d’une cellule souche tumorale ;

d’autres caractéristiques comme I’expression et I’activité de 1’aldéhyde déshydrogénase 1
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(ALDH1) ou encore de I’antigene ESA (epithelium-specific antigen) sont alors nécessaires
[98].

Leurs implications dans les mécanismes de résistance aux thérapies sont en majorité
lices au fait que les CSCs expriment fortement les transporteurs de cassettes liant ’ATP
(transporteurs ABC) et des protéines anti-apoptotiques, elles ont aussi la capacité de résister au
stress oxydatif et ont une réponse rapide face aux 1ésions a I’ADN [99]. De plus, du fait de leur

cycle ralenti et leur quiescence, elles échappent plus facilement aux thérapies cytotoxiques.

Une étude réalisée en 2008 a permis de souligner le réle de la transition épithélio-
mésenchymateuse dans la génération de cellules souches tumorales mammaires [100]. Dans la
lignée humaine mammaire épithéliale HMECs de phénotype CD44-/CD24+, le traitement par
le TGF-B et I’activation de Ras ont permis 1’apparition de marqueurs de la transition épithélio-
mésenchymateuse et, in fine, ’émergence de cellules CD44+/CD24-. Le lien entre ces deux
mécanismes a également été confirmé dans d’autres études, mais les explications moléculaires

restent nombreuses et complexes [101].

1.3. La dissemination métastatique

La formation de métastases est la conséquence d’une série d’étapes biologiques qu’une
cellule cancéreuse doit accomplir afin de quitter le site primaire et se disséminer a distance.
L’apparition de métastases macroscopiques aboutit quand la cellule a traversé la membrane
basale, pour entrer dans le systeme circulatoire sanguin ou lymphatique et par la suite a réussi
a extravaser et a se développer dans un organe distant [102]. Le plus souvent ces cellules sont
détruites dans la circulation et ne parviennent pas a former des métastases. Mais lorsqu’elles
arrivent a extravaser, il est nécessaire que ces cellules réacquiérent un phénotype épithélial afin
de s’implanter dans le nouveau site. On parle de transition mésenchymato-épithéliale (TME)
(Figure 9).
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Figure 9: La cascade métastatique (selon Weinberg et al., 2012)

L’adaptation dans le nouvel environnement apres la colonisation est importante pour la
survie cellulaire. 1l existe de plus en plus de preuves montrant que la tumeur primitive peut
promouvoir la formation de métastases a distance par la sécrétion de facteurs ou via des
veésicules extracellulaires permettant de modifier le microenvironnement local de 1’organe
cible. Cela permet d’augmenter les chances de survie des cellules migrantes dans leur nouvel
environnement [103]. Ces microenvironnements prédéterminés sont appelés les niches pré-
métastatiques. Ils sont initiés par des changements locaux comme le remodelage du stroma et
de la matrice extracellulaire, la perméabilité vasculaire, et la dérégulation du systeme
immunitaire [104]. Une fois les cellules tumorales dans leurs niches, elles peuvent rester
dormantes, quiescentes, durant des mois ou des années. Pour se faire, elles peuvent sortir du
cycle cellulaire et rester dans un état d’arrét de prolifération. Les cellules tumorales dormantes
existent aussi dans le site primaire, et sont réfractaires aux thérapies anti-tumorales ciblant
principalement les cellules en prolifération. Certains constituants cellulaires et moléculaires
permettent de maintenir cet état de dormance. Dans une étude réalisée en 2013, I’effet de la
thrombospondine-1 sécrétée par les cellules endothéliales de la niche tumorale permettait de
maintenir les cellules tumorales mammaires dans un état de quiescence [105]. A I’inverse, le
TGF-B1 et la periostine dérivés des cellules endothéliales lors de la formation de néovaisseaux

aboutissent a la réactivation de la prolifération.

Pris dans leur ensemble, les lieux préférentiels de métastases dans le cancer du sein sont

les os (chez 70% des patientes), le foie (30%), le cerveau (10%), les poumons et les ganglions
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[106]. Notons ici que 1’organotropisme des métastases dans le cancer du sein est dépendant des

sous-types tumoraux (Figure 10).

Les métastases du cancer du sein
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Figure 10: Résumé de I'organotropisme des métastases des cancers du sein (adapté de Liu et al.,
2018).

11.4. Le microenvironnement tumoral

Tel que nous venons de le voir dans les processus menant au développement tumoral, le
microenvironnement est un composant essentiel, il s’agit d’un partenaire a part entiere dans
I’évolution de la maladie. Il est composé d’une multitude d’¢léments qui interagissent entre
eux ; des éléments cellulaires (comme les fibroblastes, les cellules endothéliales...), des
éléments solubles (les cytokines, les hormones...), des composants tels que la matrice
extracellulaire et pour finir des composants physiques (le pH, le taux d’oxygeéne...). La nature
de ces élements dépend de leur localisation : locale, réegionale ou metastatique. Dans la derniere
décennie, le microenvironnement tumoral (MET) a été considéré comme une source de cibles

pour le développement de nouveaux agents anti-cancéreux [107].
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Les cellules immunitaires

Le systéeme immunitaire est un élément pivot du développement tumoral. Il s’agit de
I’un des composants cellulaires que I’on retrouve dans le microenvironnement tumoral (MET).
Les macrophages sont tres abondants dans le MET mammaire, on les nomme les macrophages
associés a la tumeur (TAM). II s’agit de cellules myéloides différenciées, agissant dans le
systeme immunitaire inné, qui, en fonction de leur role sont classées selon deux sous-types
phenotypiques : le sous-type anti-tumoral M1 ou le sous-type pro-tumoral M2 [108, p. 2]. On
les distingue de maniére moléculaire principalement par les glycoprotéines du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe II, ainsi que par 1’expression de divers marqueurs comme CD80,
CD86, iNOS pour les M1, CD206, CD163 pour les M2. De plus en plus d’études tendent a
montrer qu’il s’agit d’un groupe hétérogéne formant un continuum plutét que deux groupes
opaques [109]. Les M1 ont pour fonction de capturer, phagocyter et lyser les cellules tumorales.
S’ajoutent a cela leur capacité a produire des cytokines pro-inflammatoires et & améliorer la
présentation d’antigénes a travers la sécrétion de cytokines stimulatrices. Il a été montré que
les M2 peuvent promouvoir I’angiogenése et la néo-vascularisation, avoir un role
immunosuppressif ainsi que medier le remodelage de la matrice extracellulaire [110]. Les
mécanismes de différenciations en M1/M2 ne sont pas encore complétement établis mais le

microenvironnement dans lequel ils se situent permet d’expliquer leur hétérogenéité.

Les lymphocytes T sont également d’importants médiateurs de la réponse adaptative
anti-tumorale. Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques ainsi que les CD4+ helper (Thl) sont
impliqués directement dans les mécanismes d’élimination de la tumeur et leur présence est
associée a un bon pronostic [111]. A I’inverse, certains T CD4+ peuvent étre associés a une
action pro-tumorale. L’action cytotoxique des CD8+ est régulée par les Treg (lymphocytes T
régulateurs), qui expriment le CD25 et FOXP3, deux molécules jouant sur la tolérance
périphérique. Les Tregs sont ainsi connus comme étant impliqués dans le développement et la
progression tumorale en inhibant la réponse anti-tumorale. Leur infiltration au sein d’une
tumeur se fait par chimioattraction a travers un gradient de chémokines (comme CCR4-
CCL17/22) présent dans le microenvironnement tumoral, et leur présence est associée a une

moins bonne survie dans de nombreux cancers [112].

Des récentes études ont mis en avant le réle que pourraient avoir les lymphocytes B
dans la réponse immunitaire anti-tumorale. L’infiltration de la tumeur par les lymphocytes B

semble étre associée, suivant les cas, a des effets pro- ou anti-tumoraux [113]. Les tumeurs
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peuvent également étre infiltrées par des cellules cytotoxiques de I’immunité innée : les cellules
natural killer (NK) [114]. Ces cellules peuvent reconnaitre et tuer les cellules tumorales via la
dégranulation de granules cytolytiques. Elles permettent aussi I’activation du systéme adaptatif
en produisant des chimiokines et cytokines. Les cellules dendritiques, aussi impliquées dans
I’immunité innée, peuvent infiltrer les tumeurs et présenter un antigene dériveé de la tumeur aux
cellules T naives [115]. Les neutrophiles représentent la premiere ligne de défense contre
I’infection. Dans le MET, plusieurs mécanismes moléculaires peuvent promouvoir la
polarisation des neutrophiles en deux populations opposées de neutrophiles associés aux
tumeurs (TANS) anti-tumoraux (N1) et tumoraux (N2). Un intérét grandissant est porté aux
neutrophiles ; ces derniers ne sont plus simplement considérés comme cellules de I’'immunité
innée, mais leur diversité et leur plasticité commencent a étre reconnues. Il a ét¢ montré qu’ils
avaient un rdle dans ’initiation, la progression, les métastases et les rechutes dans de nombreux

cancers [116].
Les fibroblastes associés au cancer (CAFs)

Les CAFs représentent un des grands groupes cellulaires présents dans le MET. I s’agit
d’un groupe de fibroblastes activés qui possedent une grande hétérogénéité et plasticité dans le
microenvironnement tumoral. Dans des conditions physiologiques, les fibroblastes sont les
principaux producteurs du tissu connectif de la matrice extracellulaire. Généralement
quiescents, ils peuvent étre activés en cas de dommages aux tissus et jouer un rdle dans leur
réparation. Ils peuvent également promouvoir I’angiogenése a travers la production de VEGFA
(vascular endothelial growth factor A) et coordonner le systeme immunitaire a travers la
production de chimiokines et cytokines. En somme, ils jouent un rdle clé dans la communication
avec de nombreux autres types cellulaires dans 1’homéostasie des tissus normaux et dans le
cadre de la réparation [117]. Les fibroblastes associés au cancer sont définis sur un principe
d’exclusion : les marqueurs de cellules épithéliales, endothéliales, et des leucocytes doivent étre
négatifs. De plus, ils doivent étre positifs aux marqueurs mesenchymateux avec principalement
la vimentine. A la différence des fibroblastes normaux, les CAFs présentent une prolifération
augmentée, avec de plus grandes propriétés migratoires. Les CAFs deviennent directement
activés par les cellules tumorales de plusieurs manieres. Nous pouvons citer des dommages a
I’ADN, I’activation par le TGF-f, le MCP-1 (monocyte chemiotactic protein), par des protéases
secretees, par du stress physiologique (ROS) ou encore par des signaux inflammatoires (IL-1,
IL-6, TNF). Ils peuvent également étre activés par d’autres cellules du microenvironnement

tumoral, comme par exemple la production de granuline par les macrophages qui peut
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promouvoir 1’activation d’un environnement fibreux dans les métastases du foie [118]. Les
études montrent que les CAFs sont composes de sous-populations aux fonctions bien
différentes, qui peuvent promouvoir ou freiner la progression tumorale [119]. Par exemple,
certains CAFs sécréetent le ligand CXCL12 (CXC-chemiokin ligand 12) pour promouvoir la
prolifération des cellules souches cancéreuses. Plus généralement, la secrétion par les CAFs de
MMP2, CXCL12, TGF-B et IL-6 peuvent promouvoir la prolifération et I’invasion des cellules
cancéreuses dans de nombreux cancers [120]. Plus récemment un réle anti-tumoral a été montré
dans certains CAFs. La délétion d’un certain type de myofibroblastes (a-SMA+) dans le cancer
pancréatique aboutit a la suppression de I’immuno-surveillance, en augmentant les lymphocytes

T régulateurs CD4+Foxp3+ dans les tumeurs [121].
La matrice extracellulaire (MEC)

En plus des contributions cellulaires, la matrice extracellulaire peut influer sur la
tumorigenése. La MEC est un maillage non-cellulaire de macromolécules incluant le collagene,
les protéoglycanes et des glycoprotéines, formant une structure dynamique. Cela a une
influence physique et chimique sur la progression tumorale et la capacité a métastaser. Des
signaux biochimiques et biomécaniques sont présents dans la MEC, des facteurs de croissances
y sont sequestrés, et elle possede une organisation ultra-structurelle avec des mécanismes de
biomécaniques. Les cellules peuvent convertir ces signaux en diverses réponses cellulaires. La
modulation des composants de la MEC est un changement commun a de nombreux cancers. Le
remodelage de la MEC a notamment été observé dans des tissus pré-malins et 1’augmentation
de la rigidité de la matrice contribue a la transformation maline dans le sein [122]. La rigidité
de la matrice se définie par la capacité a résister a la déformation appliquée par une force, et
dépend de la composition et de 1’organisation de la matrice. La MEC tumorale est montree
comme étant 1.5 fois plus rigide que dans les tissus normaux. Une étude réalisée sur 337
patientes ayant un cancer du sein a permis de mettre en évidence que cette rigidité est associée
aux sous-types les plus agressifs [123]. Les enzymes produits par les CAFs contribuent a
augmenter la rigidité des tissus. Quand la signalisation YAP est activée dans les CAFs, cela
promeut la rigidité de la matrice et I’invasion tumorale, montrant ici encore le role cle des CAFs
dans la progression tumorale [124]. Plusieurs enzymes de remodelage de la MEC sont induites
dans le cancer du sein. Sont impliquées les MMPs, les héparanases, 1’urokinase plasminogen
activator, et les enzymes de la famille LOX, qui sont frequemment augmentées dans les cancer
du sein [125]. La MEC a également un r6le dans la résistance aux traitements. Des études ont

montré I’importance des composants matriciels dans la résistance a certaines chimiothérapies
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dans divers cancers [126]-[128]. Elle a également un réle dans la résistance aux radiothérapies
dans le cancer du sien : la fibronectine et la laminine augmente la résistance aux radiations
ionisantes dans les cellules tumorales [129]. Du fait du réle clé de la MEC dans la tumorigenése,
des études expérimentales s’intéressent aujourd’hui a son ciblage thérapeutique qui se basent
sur I’inhibition de composants de la MEC et en particulier sur le ciblage des enzymes de
remodelage. Certaines études tentent par ailleurs de mimer la MEC tumorale afin de prévenir

la formation de métastases [130].
Le tissu adipeux

Les adipocytes sont les principaux composants cellulaires du microenvironnement des
tumeurs mammaires et de plus en plus de preuves existent montrant leur role dans la progression
tumorale. Il a été observé que les adipocytes en contact avec les cellules tumorales peuvent étre
modifiés. On les appelle les adipocytes associés au cancer (CAA) et ils ont un phénotype
différent, avec un profil de sécrétion et expression génique qui les différencie des autres
adipocytes. lls sécrétent des facteurs inflammatoires qui peuvent promouvoir I’invasion et la
formation de métastases (comme par exemple TNF-a, VEGF ou I’IL-6) [131]. Il a été montré
que le microenvironnement adipeux, composé essentiellement d’adipocytes, de cellules
souches adipocytaires, de fibroblastes, de cellules endothéliales et immunitaires est capable de

promouvoir I’angiogenése [132].

Les adipocytes sont également une source de stockage énergétique. lls peuvent libérer
des lipides sous la forme d’acides gras non-saturés, or les cellules tumorales mammaires
requierent des acides gras pour beaucoup de processus biologiques. Les lipides contribuent au
métabolisme des cellules tumorales mammaires. La co-culture des cellules tumorales avec des
adipocytes 3T3-L1 induit la prolifération des cellules tumorales et réduit la présence dans le
milieu de triglycérol [133]. L’hypothése suivante a donc été émise : les tumeurs peuvent induire
la reprogrammation métabolique des adipocytes, et peuvent s’adapter a leur processus
métabolique intracellulaire requis pour la prolifération a travers des interactions dynamiques
avec les CAAs [134]. Dans le cancer du sein, les CAAs induisent I’absorption des acides gras
a travers le récepteur CD36 des cellules tumorales mammaires, aboutissant a une augmentation

de la prolifération, de la migration et de I’invasion [135].

De plus, les adipocytes peuvent interagir et communiquer avec d’autres cellules a travers
des vésicules extracellulaires. I s’agit d’une interaction émergeante dans I’influence des

adipocytes sur la physiologie de la tumeur [136]. Les exosomes d’adipocytes induisent la
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progression tumorale dans le mélanome, en stimulant la migration et I’invasion in vitro. De
plus, une analyse de spectrométrie de masse a montré que la plupart des protéines retrouvées
dans ces exosomes sont impliquées dans 1’oxydations des acides gras. L’obésité peut également
avoir une influence dans ce mécanisme puisque plusieurs études ont montré dans des cellules
CF7 que les exosomes issus de femmes en obésité induisaient une plus forte prolifération
cellulaire, migration et invasion en comparaison avec des exosomes de femmes non-obéses
[137].
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Chapitre 2 : la vasculogenese tumorale

La premieére trace de I’utilisation du terme « angiogenese » remonte a 1787 par un
chirurgien nommé John Hunter. Cependant durant des dizaines d’années trés peu d’études se
sont portées sur ce sujet, et ce jusqu’au début des années 1960, ou Judah Folkman eu I’idée de
perfuser des solutions d’hémoglobine dans 1’artére carotide d’un lapin et dans des glandes
thyroides [138]. Lorsqu’il implanta des mélanomes murins dans ces glandes, de petites tumeurs
se développérent, atteignant toutes une taille plateau. Lorsqu’il réimplanta ces tumeurs dans
des souris, elles se développerent jusqu’a atteindre 1000 fois leur volume. Ces tumeurs de tailles
plus conséquentes présentaient une vascularisation importante en regard des petites tumeurs.
Les solutions utilisées de perfusions d’hémoglobine ne contenaient pas de plaquettes, globules
rouges et leucocytes. En s’appuyant sur ces expériences, et en constatant les données cliniques
dans le rétinoblastome ou la tumeur primaire, trés grosse, est trés vascularisée alors que les
métastases, petits, sont avasculaires, il émit I’hypothése que la vascularisation est un élément
essentiel du développement tumoral. 1l fut également novateur en imaginant le développement

de thérapies basées sur I’inhibition de I’angiogenése.

Il est aujourd’hui admis que I’angiogenése est une condition Sine qua non du
développement et de la progression tumorale. Au-dela de quelques millimétres cubes, les
nutriments et 1’oxygéne apportés par diffusion passive des vaisseaux environnants ne suffisent
plus. Les cellules tumorales initient alors différents processus grace a la sécrétion de facteurs

pro-angiogeéniques afin de pallier a ce manque.

I. Le systéeme vasculaire

1.1. L’endothélium

L’endothélium est une membrane fine couvrant I’intérieur des vaisseaux sanguins et du
cceur. Il forme I’interface entre le sang ou la lymphe dans le lumen et le reste du vaisseau. Il est
constitué de cellules endothéliales, de formes allongées et de tailles variables allant de 0,10 a

0,20 um de large et 100 a 200 um de long. Les cellules endothéliales en contact avec le réseau
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sanguin sont appelées cellules endothéliales vasculaires [139]. L’endothélium a un réle pivot
dans la protection contre les lésions vasculaires et dans le maintien de la fluidité du sang en
réponse aux hormones, neurotransmetteurs et facteurs vasoactifs modulant la vasomotricité, la
thrombose, I’agrégation plaquettaire et I’inflammation. La production de ces facteurs permet le
bon fonctionnement de 1’endothélium, par conséquent un mauvais équilibre aboutit au
dysfonction endothélial responsable par exemple de 1’athérosclérose. Il est important de
souligner qu’en fonction de la localisation des cellules endothéliales elles n’exprimeront pas

les mémes antigenes de surface et les cellules ne répondent pas de la méme fagon aux stimuli.

Leurs fonctions sont multiples et sont divisibles en trois types : un role trophique, un role

sur le tonus et un réle sur le trafic moléculaire.

1. Les cellules endothéliales ont un réle modulateur de I’homéostasie métabolique ; elles
ont un réle clé dans le transport d’¢éléments nutritifs et des déchets produits par le
fonctionnement des tissus. Plusieurs mécanismes existent a cet effet : elles peuvent
transporter des molécules telles que le glucose (via les transporteurs de la superfamille
de génes GLUT) ou les aminoacides. L’utilisation de cavéoles, qui sont des
invaginations de la membrane cellulaire, permettent de transporter de maniere
transcellulaire 1’albumine principalement dans les cellules endothéliales. Les jonctions
serrées permettent le transport paracellulaire d’ions, d’eau et de nombreuses
macromolécules.

2. En plus de ce role de transport, I’endothélium module le tonus vasculaire a travers la
sécrétion de molécules vasodilatatrices ou vasoconstrictrices. Par exemple,
I’endothéline (et particuliérement ET-1) produite par les cellules endothéliales a des
effets vasoconstricteurs. Le facteur vasodilatateur le plus décrit est le monoxyde d’azote
(NO) synthetise par les cellules endothéliales a partir de la L-arginine par I’enzyme NO-
synthase (eNOS) qui est localisée dans les cavéoles membranaires. Il agit en activant la
guanylate cyclase soluble (sGC) dans le muscle lisse vasculaire, qui a son tour augmente
la guanosine cycliqgue monophosphate (cGMP), qui produit une réponse vasodilatatoire.
[140].

3. Le sang est impliqué dans le transport de médiateurs moléculaires et cellulaires.
L’endothélium a un réle dans la diffusion de composants de I’immunité et de
I’inflammation via la sécrétion de chémokines, la production de cytokines pro- et anti-

inflammatoires et des facteurs de croissances. De plus, les cellules endothéliales peuvent
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modifier les protéines membranaires et permettre ainsi 1’adhérence des leucocytes sur

I’endothélium et leur sortie du réseau vasculaire.

Les cellules endothéliales sont donc a I’interface entre le sang circulant et les tissus,
avec un role important dans le contrble des échanges nutritifs et d’oxygeéne ainsi que sur le

trafic cellulaire.

1.2. La vasculogeneése

La vasculogenése est 1’étape préalable consistant a former des vaisseaux sanguins
primitifs grdce a la migration, la différenciation et 1’association de cellules progénitrices
endothéliales (angioblastes). Le systéme cardiovasculaire est le premier systeme fonctionnel
qui se développe dans les embryons (Figure 11). La vasculogenese se déroule en plusieurs

étapes :
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Figure 11: La genése du systéme vasculaire (selon Huot et al, 2007)
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e La premiére étape est la différenciation des cellules précurseurs endothéliales. Cette étape
s’appelle I’induction mésodermique. Dés la formation précoce du mésoderme, a partir de
I’épiblaste dans le processus de gastrulation, un groupe de cellules primitives du mésoderme
deviennent des précurseurs des cellules sanguines et des cellules endothéliales : il s’agit des
hémangioblastes [141]. Ces cellules apparaissent en premier lieu dans le sac vitellin extra-
embryonnaire et fusionnent en amas pour former des lots sanguins.

e Les cellules de cet Tlot se différencient soit en cellules souches hématopoiétiques soit en
progeéniteurs de cellules endothéliales : les angioblastes [142]. En migrant, se regroupant
et via la différenciation des angioblastes en cellules endothéliales, ces Tlots forment des
vaisseaux avec a terme la formation d’une lumiere interne. Il s’agit de la formation de ce
qu’on appelle le plexus vasculaire primitif. Au cours de cette étape la voie de signalisation
du VEGF (vascular endothelial growth factor) est cruciale ; des études de gains et pertes
de fonction du VEGF ont permis de mettre en évidence son rdle clé dans la constitution de
réseaux sanguins dans I’embryogenése [143]. L’interconnexion des réseaux endothéliaux
vitellins et intraembryonnaires aboutit a la différenciation de I’endocarde et a la formation

des deux aortes dorsales qui a lieu seulement au bout de trois semaines chez I’homme [144].

Le systéme cardiovasculaire, mais aussi la vascularisation de certains organes comme
par exemple les poumons, sont issus de la vasculogenése, alors que d’autres organes comme le
systeme nerveux central sont vascularisés par le processus d’angiogenése. La
néovascularisation adulte est principalement effectuée par I’angiogenése, mais des études ont
démontré la présence d’angioblastes dans le sang qui peuvent contribuer a la formation de

nouveaux vaisseaux sanguins dans la vie adulte par vasculogenese [145].

1.3. L’angiogeneése

1.3.A. Les processus

La formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux préexistants est
appelée angiogeneése. Elle a lieu suite a la vasculogenése in utero et plus rarement au cours de
la vie adulte. De maniére physiologique I’angiogenése est observée par exemple au cours du
cycle ovarien et la grossesse ou encore lors des processus de cicatrisation. Elle intervient

également de maniere pathologique lors de la croissance tumorale, dans le diabéte ou encore
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dans les maladies inflammatoires. Ce processus permet le remodelage du réseau capillaire

primitif via deux mécanismes distincts : I’intussusception et le bourgeonnement [146].

Le bourgeonnement

7N

Figure 12: Le bourgeonnement (adaptée Banfi et al., 2011)

Le bourgeonnement (Figure 12) : Les cellules endothéliales proliférent et migrent en
fonction de signaux extracellulaires qu’elles regoivent. Lors du bourgeonnement, les
cellules sont activées par un stimulus extracellulaire angiogénique, qui va rompre leur état
de quiescence. Cette étape a souvent lieu dans des tissus pauvres en oxygene et peu perfusés,
ou I’hypoxie va induire la demande de nouveaux vaisseaux. La plupart des cellules
parenchymateuses (hépatocytes, neurones, astrocytes, etc.) répondent a I’hypoxie par la
sécrétion de signaux pro-angiogéeniques et notamment le VEGF-A [147]. Ainsi ces cellules
endothéliales activées vont proliférer et migrer vers le signal. Cette étape se fait grace a ce
que 1”’on appelle une tip cell. 11 s’agit d’une cellule endothéliale non proliférative qui
possede des extensions de filopodes pour diriger la migration. Elle guide ainsi la formation
du capillaire a travers la matrice extracellulaire (MEC). Ses filopodes secretent des enzymes
protéolytiques qui permettent de traverser la MEC. Dans un méme temps certaines cellules
endothéliales prolifératives suivent la tip cell et forment les prémices d’un nouveau trongon
vasculaire. Lorsque la tip cell rencontre un ou plusieurs autres vaisseaux, elle fusionne et
créée un lumen continu permettant la circulation sanguine. La maturation et la stabilisation
de ce nouveau vaisseau se fait grace aux cellules murales ou péricytes, des cellules attachées

aux capillaires et permet leur maintien en état de quiescence.
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L’intussusception

Figure 13: I'intussusception (adaptée de Banfi et al., 2011)

e L’intussusception (Figure 13) a l’inverse est un mécanisme dans lequel les cellules
endothéliales opposées dans le vaisseau s’invaginent et entrent en contact formant deux
vaisseaux au lieu d’un. Contrairement au bourgeonnement c’est un processus qui requiert
peu de prolifération des cellules endothéliales, il est dit plus rapide et efficace car il requiert
seulement un remaniement des cellules préexistantes. Sa découverte étant plus récente, ses

mécanismes sont moins connus [148].

1.3.B. Les facteurs pro-angiogéniques

Les cellules endothéliales sont soumises a de nombreux facteurs qui vont influencer leur
comportement. Ces facteurs sont des cytokines, protéines solubles synthétisées par les cellules
d’un tissu pour modifier le fonctionnement d’une autre. Elles peuvent agir de maniére endocrine
avec un passage dans la circulation pour atteindre des cibles distantes, de maniére paracrine
entre des cellules proches, ou juxtacrine entre cellules en contact. De plus, la cellule émettrice
peut étre la cellule cible ; on parle alors d’un mode d’action autocrine. Nous allons détailler Ci-

apres les principaux facteurs pro-angiogéniques.
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Le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

La famille des VEGF se compose de 5 glycoprotéines structurellement trés proches :
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D et le facteur de croissance placentaire PIGF [149].
Leurs effets sont médiés par trois récepteurs tyrosine kinase nommés VEGFR-1, VEGFR-2 et
VEGFR-3. Les membres de la famille VEGF peuvent également interagir avec d’autres
protéines comme les neuropilines, les intégrines et les cadhérines. VEGFR-1/2 sont
prédominants dans les cellules endothéliales vasculaires. Les récepteurs VEGFR sont composeés
d’un domaine extracellulaire responsable de la liaison du ligand, d’un domaine
transmembranaire, et d’un domaine cytoplasmique responsable de 1’activité tyrosine kKinase. La
liaison de VEGF a la partie extracellulaire de son récepteur promeut 1’activation de la tyrosine

kinase, qui phosphoryle le résidu tyrosine, activant & son tour plusieurs voies de signalisation.

VEGFA est la protéine la plus connue et le principal protagoniste des processus de
vasculogenése et d’angiogenése. Suite a 1’épissage alternatif du géne VEGFA six isoformes
sont générés (VEGF121, VEGF1e5, VEGF1g9, VEGF206 et VEGF145 et VEGF1g3). Ces protéines
se lient & VEGFR-1 avec une haute affinité, et plus faiblement a VEGFR-2. Par ailleurs,
I’activation de VEGFR-2 génere le majeur signal pro-angiogénique et constitue la principale
voie d’activation de la prolifération et de la régulation de la perméabilité endothéliale. La voie
de signalisation PLCy-PKC-MAPK est activement liée a I’activation de VEGFR-2 et est
cruciale pour ’activation de la prolifération endothéliale. La cascade d’activation de VEGFR-
1 reste quant a elle moins comprise, et il semblerait y avoir une activité de la kinase plus faible.
Les activités pro-angiogeniques liées 8 VEGFR-1 sont souvent soit faibles soit indétectables
[150] (Figure 14).

Le systtme VEGF est sous la dépendance du facteur induit par I’hypoxie HIF1
(hypoxia-inducible factor), mais est également dépendant de certaines voies de signalisation
comme la voie EGF (epidermal growth factor) [151] ou PDGF, ainsi que certains oncogenes

comme Ras [152].
L’angiopoiétine/TIE

La deuxiéme voie de signalisation des récepteurs a activite tyrosine kinase, specifique
des cellules endothéliales, est la voie des récepteurs TIE. Les angiopoiétines (ANG-1, ANG-2,
ANG-3 et ANG-4) sont des ligands qui se lient aux récepteurs TIE-1 et TIE-2. Ensemble, ils

controlent 1’état de quiescence des vaisseaux chez 1’adulte et régulent différentes étapes de la
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cascade de I’angiogenése. La plupart des études réalisées se sont focalisées sur ANG-1 et ANG-
2. TIE-1 et TIE-2 sont exprimés dans les endothéliums sanguins et lymphatiques, ainsi que dans
certaines cellules hématopoiétiques. Ce systéme de régulation n’est pas requis pour la
differentiation des cellules endothéliales, ni pour la vasculogenése et pour la formation du
systéeme vasculaire lymphatique dans I’embryon [153]. Il est en revanche nécessaire pour le
remodelage et la maturation de la vascularisation dans les phases plus avancées de
I’embryogeneése ainsi que dans le développement post-natal. Il a été montré que ANG-1, le
ligand de TIE-2, stabilise 1’endothélium vasculaire sanguin, en limitant les réponses
angiogeniques dans des conditions pathologiques. Il est secrété dans les vaisseaux matures et
quiescents. ANG-2 a longtemps été considéré comme un antagoniste de TIE-2, dans la mesure
ou il promeut la plasticité endothéliale. Cependant son action semble étre dépendante du
contexte et il peut agir en tant qu’agoniste sous certaines conditions. Dans les deux cas
I’activation de TIE-2 par ANG-1 ou ANG-2 induit I’internalisation du récepteur et la libération
du ligand [154]. Le rOle de TIE-1 est plus controversé, et n’est pas complétement compris a ce
jour. Il est capable de s’hétérodimériser avec TIE-2 et de modifier ’activité de ce dernier
(Figure 14).

Le facteur de croissance des fibroblastes (FGF)

Le facteur de croissance des fibroblastes (FGF) participe a la prolifération, la migration
et la réparation tissulaire chez I’adulte en stimulant de nombreux types cellulaires dont les
cellules endothéliales [155] (Figure 14). Cette famille comporte 22 membres dont deux sont
particuliérement étudiés dans le cadre de ’angiogené¢se : FGF-1 et FGF-2. lls agissent en se
liant a leurs récepteurs FGFRs a activité tyrosine kinase exprimés a la surface des cellules
cibles. Les cellules endothéliales expriment FGFR1, ainsi que, sous certaines conditions,
FGFR2. Le FGF favorise la migration des cellules endothéliales et augmente la synthése du
VEGF. Il joue sur la prolifération des cellules endothéliales en activant plusieurs voies de
signalisation comme la voie MAPK ou PKC. De plus, FGF-1 et 2 régulent la production d’UPA
(urokinase-type plasminogen activator) et de certaines MMPs (métalloprotéases matricielles)
dans les cellules endothéliales ce qui va entrainer la dégradation de la matrice extracellulaire
permettant la formation des vaisseaux vasculaires. De plus, le FGF est capable d’induire la
synthese de collageéne, fibronectine, de protéoglycanes, soulignant son implication dans le

remodelage de la matrice extracellulaire.
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TGF-p et TNF-a

Le facteur de croissance transformant béta (TGF-) joue un role de premier plan [156].
Il s’agit d’une famille de cytokines multifonctionnelles qui ont un effet a travers des récepteurs
sérines/threonines kinases et les facteurs de transcription SMAD. Il a été montré que TGF-B a
un r6le dans la régulation de I’activation des cellules endothéliales de deux maniéres
principalement : ALK1 induit la phosphorylation de SMAD1/5 et donc la prolifération et
migration des cellules endothéliales, ALK5 induit la phosphorylation de SMAD2/3 et la
differentiation des cellules endothéliales ainsi que la maturation des vaisseaux sanguins [157].
En condition physiologique il contribue également a la stabilisation des néovaisseaux en
stimulant la sécrétion de fibronectine et de protéoglycane par les cellules endothéliales et les

cellules du muscle lisse [158].

Le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a), qui est un médiateur de I’inflammation,
induit des changements dans 1’expression génique des cellules endothéliales comme par
exemple I’induction de molécules d’adhésion, d’intégrines et de MMPs [159]. Il est décrit
comme ayant des effets pro- et anti-angiogénique en fonction du contexte et de 1’étape de
I’angiogenése. Par exemple, TNF-a a une régulation négative sur I’expression des récepteurs
VEGF dans les cellules endothéliales et a un impact sur sa voie de signalisation. On peut en
partie expliquer I’effet anti-angiogénique de TNF-a par la modulation de la voie VEGF [160].
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Figure 14: Principaux mécanismes pro-angiogénique (selon Camarillo et al. 2018)

I1.Les mécanismes de la vascularisation tumorale

Au-dela de quelques millimétres cubes, les nutriments ainsi que 1’oxygéne apportés par les
vaisseaux environnants d’une tumeur ne sont plus suffisants pour alimenter la tumeur. Plusieurs
modes de formation des vaisseaux tumoraux existent pour pallier a ce besoin. Les vaisseaux
tumoraux ont une structure et des caractéristiques différentes des vaisseaux physiologiques
dues en partie a la sécrétion constante de facteurs pro-angiogéniques. En effet, a I’inverse des
processus physiologiques pour lesquels les nouveaux vaisseaux maturent et deviennent
rapidement stables, les vaisseaux tumoraux ne sont pas régulés. Ils ne deviennent pas quiescents
ce qui rend les réseaux tumoraux atypiques. lls présentent une perméabilité constitutive, une
dilatation, et surtout il s’agit de réseaux désorganisés avec en finalité un flux de sang anormal.

Du fait de cette grande perméabilité, on retrouve sur les sites tumoraux des fuites vasculaires,
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des cedémes, de la fibrose et de I'inflammation, favorisant au passage la dissémination

tumorale.

1.1 L’angiogenése tumorale

Chez un individu sain, les cellules endothéliales sont dans un état quiescent, régulée par
une balance de facteurs pro- et anti-angiogéniques. Dans une tumeur, la présence de facteurs
déclenchant I’angiogenése comme 1’hypoxie ou I’inflammation, fait basculer la balance en
faveur des agents pro-angiogéniques. Ce phénomeéne est appelé « switch angiogénique » et a
été mis en évidence a la fin des années 80 par Folkman [161]-[163] (Figure 15). Le
développement de modeles murins modifiés génétiquement a permis 1’étude de ce switch afin
de modéliser ce processus et de comprendre les mécanismes impliqués. Un des modeéles les plus
étudiés est le RIP1-Tag2 de tumeur de pancréas chez le rat. Dans ces tumeurs, I’initiation
tumorale commence par de petites tumeurs non-vascularisées, parmi lesquelles une petite
proportion se développent et se vascularisent, pouvant aboutir a de plus grosses tumeurs tres
vascularisées qui peuvent former des métastases vascularisées dans les poumons. Ce modeéle,
avec d’autres modeles murins, ont permis d’identifier de nombreux facteurs et mécanismes

cellulaires permettant le développement tumoral [164].

Physiologie normale Croissance tumorale

Switch

—_— >
I angiogenique

Facteurs anti- Facteurs pro-
angiogeéniques angiogenigues
Quiescence Angiogenése
Thrombospondin-1 VEGF Angiopoietin
Angiostatin FGF MMPs
Endostatin EGF Etc.
Etc.

Figure 15: Le switch angiogenique (adaptée de Folkman et al., 1996)
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L’hypoxie joue un réle majeur dans le switch angiogénique. La prolifération incontrolee
induit un manque d’oxygene di au manque d’approvisionnement adapté. L’hypoxie induit de
nombreuses modulations de voies de signalisation dont la plus spécifique est celle du facteur
inductible de I’hypoxie (HIF), mais on peut également citer PI3K/AKT/mTOR, MAPK ou
encore NF-kB [165]. HIF-1 et HIF-2 sont des facteurs de transcription constitués de deux sous-
unités : a et B. La sous-unité B est exprimée constitutionnellement tandis que la sous-unité o est
protégée de la dégradation seulement dans des conditions hypoxiques [166]. Un taux élevé de
HIF-1 et HIF-2 est lié a une mortalité plus élevée dans différents types de cancers. Dans le
cancer du sein par exemple, la surexpression de HIF-1 est un indicateur d’un mauvais
pronostique et de phénotype agressif [167], [168]. Les études de gain ou perte de fonction de
HIF-1 ont montré son réle dans la progression tumorale, la vascularisation et la formation de
métastases [169]. Cela s’explique par leurs réles de modulateur transcriptionnel ; HIF-1 et 2 se
lient et activent la transcription de genes cibles jouant des roles critiques dans la cancérogenese
[170]. Par exemple, la voie HIF promeut I’angiogenése a travers la régulation transcriptionnelle
de VEGF et SDF-1, en modulant I’e-cadhérine (E-CAD), ZEB1 et ZEB2 elle régule la transition
épithélio-mésenchymateuse, et elle agit sur la migration et I’invasion par CXCR4, MMP-2 et
MMP-9 [165]. Le role de HIF dans 1’angiogenése, en plus de la régulation de VEGF, est
amplifié par la régulation de facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF-R2, les

angiopoiétines, mais également des membres de la famille FGF, PDGF [171].

11.2. Le mimétisme vasculaire

11.2.A. Découverte et propriétés

En 1999, Maniotis et al. publient une étude sur le mélanome agressif montrant dans des
coupes de tissus des réseaux interconnectés de matrice extracellulaire dans des zones ou il n’y
avait pas de nécrose [172]. Des globules rouges ont été détectés dans ces réseaux et ils ont été
identifiés comme étant des réseaux vasculaires. En revanche, la microscopie optique, la
microscopie a transmission d’électron, et des marquages immunohistochimiques n’ont pas
permis de détecter de cellules endothéliales. Parallelement, ils ont montré que les cellules
tumorales de mélanomes agressifs étaient capables de former des réseaux en trois dimensions

lorsqu’elles sont mises en culture dans du matrigel ou du collagene de type 1, et ce sans
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présence de cellules endothéliales ou de fibroblastes. Ces réseaux étaient semblables a ceux
observés dans les coupes. Ils ont mis en évidence que cette capacité semblait étre exclusivement
réservée aux cellules tumorales agressives. Les mélanocytes normaux ou les cellules de
mélanome peu agressives n’étaient en effet pas en capacité de former ces réseaux. Les cellules
agressives ont pu remodeler le gel, pour former des micro-vaisseaux in vitro. Pour aller plus
loin dans leur découverte, un microarray d’ADN a été réalisé sur des cellules tumorales
hautement agressives versus peu agressives. Une réversion génétique vers un état simili-
embryonnaire a été observée dans les cellules agressives qui se sont donc transdifférenciées en
un phénotype similaire aux cellules endothéliales. Ce mécanisme sera par la suite nommé

mimétisme vasculaire (VM).

Le VM permet aux cellules tumorales de former des structures vasculaires contenant du
plasma et des cellules sanguines afin de permettre un approvisionnement en nutriments a la
tumeur. Il est important de préciser qu’il ne s’agit pas de vaisseaux sanguins a proprement parler
mais bien de structures mimant la fonction des réseaux sanguins, apportant toute la particularité
de ce mécanisme [173]. Les réseaux vasculaires mimétiques sont des tubes constitués de
cellules cancéreuses reposant sur la membrane basale discontinue. Cette membrane est formée
de dépodt de glycoprotéines de matrice extracellulaire et elle entoure le lumen central (Figure
16). Ces structures riches en matrice sont formées de laminine, qui est une glycoprotéine
d’adhésion présente dans la membrane basale. Ces réseaux sont identifiés par des marquages
positifs a la coloration PAS (Periodic Acid Schiff) qui est utilisée en histologie, marquant les
glycoprotéines en rose. De plus, ils ne possedent pas de marqueurs de cellules endothéliales
(CD31, CD34 ou encore I’antigéne relatif au facteur VII). La fagon clinique standard
d’identifier ces réseaux repose sur le marquage PAS+/CD31- lors de biopsie et d’analyses

histopathologiques.

Blood Vessel Lymph Vessel Vasculogenic Mimicry
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Figure 16: Constitution des differents types de réseaux vasculaire (selon Pinto et al, 2019)
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Initialement découvert dans le mélanome, ce processus a aujourd’hui été montré dans
d’autres cancers comme le cancer de 1’ovaire, la prostate, les poumons, le glioblastome et du
sein. Dans ce dernier, une étude sur des xénogreffes chez la souris a révélé dans le centre de
tumeurs solides 1’absence de nécrose et de fibrose, mais également ’absence de cellules
endotheliales [174], suggérant ainsi qu’un réseau vasculaire sans cellule endothéliale était

présent.

11.2.B. Mécanismes de régulation

De nombreux facteurs extracellulaires, ainsi que 1’hypoxie et 1’autophagie sont
impliqués dans le mimétisme vasculaire. 1l est fréquent de voir du VM dans des conditions
hypoxiques, mais il arrive également que des cellules tumorales forment du VM dans des
conditions de normoxie [175]. De plus, certains oncogenes et génes suppresseurs de tumeurs
régulent ou contribuent au VM. Les acteurs principalement impliqués dans le VM sont la VE-

cadhérine, Notch, et I’hypoxie.
VE-cadhérine

Il s’agit d’une protéine transmembranaire retrouvée généralement dans I’endothélium.
Cette protéine joue un role dans les jonctions adhérentes. Structurellement, elle contient cing
domaines extracellulaires qui peuvent former des cis homodimeres avec d’autres molécules de
VE-cadhérines. Son domaine intracellulaire peut étre modifié par des modifications post-
transcriptionnelles ainsi que par des phosphorylations. VE-cadhérine est corrélée dans le cancer
du sein et du mélanome a des tumeurs agressives et & de mauvais pronostics [176]. Son
inactivation résulte en la diminution d’agressivité, visible par la baisse de prolifération,
d’adhésion et d’invasion cellulaire. La diminution de VE-cadhérine par CRISPR/Cas9 ou
silencing dans des cellules tumorales agressives de mélanome aboutit a I’inhibition de réseaux
vasculaires montrant le role clé de cette protéine dans le VM [177]. La réexpression de VE-

cadhérine permet de rétablir cette capacité de VM [178].

En 2006 Hess et al. ont démontré que la VE-cadhérine était capable de réguler
I’expression de EPHA2 a la membrane cellulaire, en modulant sa phosphorylation. Ces deux
protéines sont co-localisées dans les jonctions cellulaires et sont capables d’interagir

directement et indirectement dans le processus de mimetisme vasculaire [179]. Une étape
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importante du VM est le clivage de la laminine 5y2 en 5y2x et 5y2’ permettant un dép6t dense
de matrice extracellulaire, et la formation de vaisseaux dans les tumeurs. Cette étape est médiée
par EPHA2 qui active la kinase d’adhésion focale FAK, qui a elle-méme un réle essentiel dans
le VM [180].

L’hypoxie

L’hypoxie est associée a la malignité, au développement de métastases et a
I’angiogenese. Mais elle est également liée au mimétisme vasculaire. Des études sur le cancer
de I’ovaire ont montré que I’hypoxie contribuait a la formation de VM par I’induction de la
transition épithélio-mésenchymateuse [181]. Dans le cancer de 1’cesophage, une étude réalisée
en 2014 a révélé que I’inhibition de HIF-1 a induit I’inhibition de prolifération, la diminution
de I’expression de VE-cadhérine, et la diminution du nombre de réseaux vasculaires formés par
VM. Dans ce modele, HIF-1 oo module le VM via la régulation de 1’expression de VE-cadhérine,
qui a son tour inhibe I’expression de EPHA2 [182]. Ainsi, les mécanismes d’action de I’hypoxie
sur le VM sont multiples. HIF-1 et -2 peuvent augmenter dans le mélanome 1’expression de
VEGF C ainsi que celle du récepteur VEGFR3 et moduler ainsi la plasticité cellulaire et le
mimétisme vasculaire [183]. L’hypoxie est aussi un régulateur important dans les niches des
cellules souches cancéreuses (CSCs). L hypoxie agit sur différentes voies comme MAPK/ERK,
adénosine/STAT3/IL-6, Notch, Hippo, Wnt, pour promouvoir la différentiation
multidirectionnelle des CSCs, comme par exemple leur transformation en cellules endothelial-
like [184], [185].

CSCs, TEM et VM

Les cellules souches cancéreuses (CSCs) qui émergent grace a 1’hypoxie sont connues
pour participer directement au développement du VM dans les tumeurs mammaires triples
négatives [186] et dans de nombreux cancers. Cependant les mécanismes et les interactions
exacts restent encore mal compris. Dans une étude in vitro utilisant la lignée mammaire
HCC1937, les CSCs triées en fonction de I’expression ALDH+ peuvent former des réseaux
vasculaires alors que les cellules ALDH- ne le peuvent pas, indiquant que les cellules avec des
propriétés de CSCs (ALDH+) dans la sous-population de HCC1937 sont essentielles dans la
capacité a former du VM [187]. De plus, le marqueur de CSC CD133 a été associé au VM dans
les différents sous-types de cancer du sein sur un panel de 134 prélévements de patientes avec
une plus forte corrélation dans les tumeurs triples négatives [188]. Dans cette étude de Liu et

al., la lignée mammaire triple négative MDA-MB-231 a été sous-clonée et les clones
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présentaient une hétérogénéité en termes de marqueurs des CSCs. Les clones présentant des
caractéristiques de CSCs etaient capables de former des réseaux vasculaires, permettant
d’émettre I’hypothése que le phénotype CD133+ des cellules MDA-MB-231 est responsable
du VM.

La transition épithélio-mésenchymateuse, régulée par les facteurs de transcription
SNAIL ZEB, et TWIST joue également un role dans la formation de VM. L’inhibition de ZEB1
induit une inhibition de la TEM accompagnée d’une suppression du mimétisme vasculaire dans
la lignée mammaire MDA-MB-231 [189]. Dans le carcinome hépatocellulaire, les protéines
Bcl-2 et Twistl, co-exprimées dans des conditions hypoxiques, peuvent former un complexe
qui permet 1’activation transcriptionnelle de divers genes promouvant la plasticité cellulaire et
le mimétisme vasculaire [190]. Les cellules capables de faire du mimétisme vasculaire

expriment des facteurs de la TEM.
Les voies de signalisations : Notch

Notch est un récepteur transmembranaire présentant quatre isoformes qui est clivé par
la y-secretase apres liaison avec ses ligands [191]. Son domaine intracellulaire est libéré dans
le cytoplasme et est importé dans le noyau ou il régule 1’expression de nombreux génes, dont
I’expression de Nodal. A son tour, Nodal phosphoryle SMAD2/3, permettant son association
avec SMADA4, et I’activation de I’expression des genes cibles de Nodal (comme LEFTY, qui
permet sa boucle de rétroaction négative). Notch participe au développement vasculaire
embryonnaire et, de ce fait, peut étre impliqué dans la formation de mimétisme vasculaire dans

le cancer.

Son lien avec le VM a été montré dans le mélanome ou son inhibition par des inhibiteurs de la
y-secretase permettait la stabilisation du VM. Dans un modéle de greffes de mélanomes chez
la souris nude, les tumeurs dans lesquelles Notch était inhibé étaient plus grosses et connectées
de réseaux vasculaires [192]. Toujours dans le mélanome, une étude s’est intéressée a Notch4
dans les formes agressives du mélanome et a démontré le lien entre Notch et le VM [193].
Notch4 était requis pour la prolifération cellulaire et la survie des cellules agressives de

mélanome, et son lien dans la plasticité cellulaire et la tumorigenése a été montré.
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1.3. Autres processus existants

La majorité de la progression tumorale non-angiogénique passe par la cooptation
vasculaire. Ce terme est utilisé pour la premiére fois en 1999 dans une étude de Holash et al.
[194]. A P’inverse du mod¢le généralement admis qu’une tumeur commence par une masse
avasculaire et, via I’angiogenése, progresse grace a la vascularisation, ils ont montré que
certaines tumeurs commencent leur développement par de la coopération avec les vaisseaux de
I’hote préexistants. Ce réseau vasculaire hote en cooptation ne subit pas d’angiogenése mais
régresse dans un premier temps, menant au développement d’une masse tumorale avasculaire
et d’une perte tumorale massive. Ce qu’il en reste pourra par la suite étre sauvé par un réseau
angiogénique qui permettra alors la croissance tumorale. Ce processus est plus fréquemment
observé dans des tumeurs ayant pour origine des organes richement vascularisés comme le
cerveau, les poumons, le foie, permettant a la tumeur de coopter les réseaux sanguins adjacents
dans les tissus de I’hote [195]. Ainsi, les cellules tumorales migrent le long du vaisseau

préexistant, et détournent le systéme vasculaire de 1’hote [196].

De plus en plus d’études visant @ mieux comprendre ces mécanismes ont vu le jour, a la

recherche de stratégies thérapeutiques permettant de normaliser le réseau vasculaire tumoral.

I11. Thérapies anti-angiogéniques

Depuis le début de la connaissance de I’angiogenese tumorale et de son importance dans
la croissance tumorale, des hypothéses ont été émises quant a I’intérét de développer des
thérapies anti-angiogéniques. L’angiogenése étant régulée par une variété de cytokines,
plusieurs techniques ont été développées aux cours de ces dernieres années pour contrer cette

étape, avec plus ou moins de succes.

I11.1.  Les thérapies anti-angiogéniques basées sur VEGF

Le VEGF, comme décrit ci-dessus, régule la croissance des vaisseaux sanguins et est

considéré comme un régulateur essentiel de la vascularisation tumorale. De ce fait, la plupart
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des thérapies anti-angiogéniques visent a bloquer cette voie de signalisation afin « d’affamer »
les tumeurs et inhiber leur prolifération (Figure 17). La plupart des thérapies ciblent VEGFA

et VEGFRs ainsi que leurs signaux pro-angiogéniques.
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Figure 17: Principales cibles moléculaires des thérapies anti-angiogéniques approuvées

(selon Bussolino et al., 2017)

Le pionnier dans ce domaine est I’anticorps anti-VEGF Bevacizumab [197], approuvé
par la FDA en 2004 en tant que premiere ligne dans le cancer colorectal métastatique en
association avec des chimiothérapies. Il reste a ce jour la thérapie anti-angiogénique la plus
décrite et étudiée. Ses applications se sont au fur et a mesure étendues a d’autres cancers comme
le cancer du sein, le cancer des poumons non a petites cellules, le glioblastome, le cancer rénal,
ovarien et du col de I’utérus. Le Bevacizumab se lie au VEGF-A et bloque son interaction avec
son récepteur, ayant pour finalité¢ d’inhiber la voie de signalisation VEGF [198]. Les études
cliniqgues ont montré son intérét non pas en monothérapie, jugée inefficace, mais en
combinaison avec des chimiothérapies ce qui permet d’augmenter la survie sans progression
dans divers cancers avec des états métastatiques. Son utilisation dans le cancer du sein reste
controversée. Peu de temps apres son autorisation par la FDA, des études cliniques de phase 11
n’ont pas permis de confirmer son efficacité, et I’autorisation fut retirée [199]-[201]. Il reste

cependant utilisé dans certains pays.
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L’ Aflibercept est une protéine de fusion soluble qui peut se lier a tous les isoformes de
VEGF et de PLGF. Plusieurs études de phase Ill ont été réalisées dans différents cancers
solides, montrant son intérét en termes de survie globale et survie sans progression. Ce fut le
cas dans des études dans le cancer colorectal avec état métastatique en combinaison avec du

Leucovorin, 5-ffluorouracil et Irinotecan [202], [203].

Le Ramucirumab est un anticorps monoclonal ciblant le domaine extracellulaire de
VEGFR-2 qui a été autorisé par la FDA en 2014 pour le traitement des cancers gastriques
métastatiques [204] en agent seul mais également en association avec du Paclitaxel. Cette
autorisation fut étendue aux cancers des poumons non a petites cellules, et au cancer colorectal.
Il est aujourd’hui autorisé en monothérapie dans le cancer hépatocellulaire [205]. Des études
de phases Il et 11l ont montré 1’échec du Ramucirumab dans le cancer du sein a augmenter la
survie sans progression et la survie globale [206], en mettant par ailleurs en avant que ce

traitement entraine des effets secondaires supérieurs aux autres.

Des inhibiteurs de tyrosine kinase ont été développés pour cibler la fonction
intracellulaire catalytique des récepteurs VEGFR et PDGFR [207]. Parmi eux, le Sorafenib et
le Sunitinib sont deux thérapies pionnieres. Le Sorafenib est un inhibiteur de VEGFR, PDGFR
et Raf [208], [209]. Il présente une activité antiproliférative, apoptotique, anti-angiogénique et
anti-fibrotique. Ce traitement est approuvé dans le carcinome a cellules rénales,
I’hépatocarcinome, et le cancer de la thyroide. Dans le cancer du sein en revanche les effets
sont plus minces. Des études cliniques ont montré une plus grande toxicité et une survie globale
non augmentée que ce soit dans les tumeurs localement avancées ou métastatiques HER2-
[210], [211]. Le Sunitinib est un inhibiteurs de VEGFR-1 et -2, c-KIT, PDGFR-0, PDGFR-3
[212]. 1l est approuvé dans le carcinome a cellules rénales, les tumeurs stromales gastro-
intestinales et les tumeurs pancréatiques neuroendocrines. De méme que pour le Sorafenib, ses

résultats dans le cancer du sein restent décevants [213].

Par la suite, d’autres inhibiteurs ont été déeveloppés avec des toxicités plus faibles. Ils
ont pour but de mieux cibler tout en ayant moins d’effets off-targets, afin de permettre de baisser
la dose d’administration. Le Regorafenib permet d’agir sur 1’angiogenése tumorale,
I’oncogenése, et le microenvironnement tumoral. Il permet également d’inhiber la TEM [214].
S’ajoutent a cette liste le Pazopanib, Cabozanitinib, Lenvatinib, Axitinib et le Vandetanib

qui sont approuvées comme thérapies dans des indications spécifiques [215].
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Comme nous avons pu le voir, les essais cliniques ne sont pas trés positifs concernant
I’efficacité de ces traitements dans le cancer du sein. Plusieurs mécanismes de résistance ont

eté étudiés.

11.2. Mécanismes de résistance aux thérapies anti-angiogéniques
VEGF/VEGFR dans le cancer du sein

Les études cliniques et précliniques ont mis en avant le fait que les tumeurs mammaires
ont la capacité d’acquérir la résistance aux inhibiteurs angiogéniques a travers divers

mécanismes.
La vascularisation non-angiogénique

Comme déja énoncé, les cellules tumorales agressives mettent en place le mimétisme
vasculaire et la cooptation afin de se vasculariser. Il a été¢ montré que le Bevacizumab dans la
lignée tumorale mammaire HCC1937 ne permettait pas de bloquer le mimétisme vasculaire
[216]. Une autre étude a montré in vivo dans un modeéle murin que 1’administration de Sunitinib
augmentait le développement de structures vasculaires de VM, et augmentait les protéines
impliquées dans le VM tel que la VE-Cadhérine et TWIST1, conduisant ainsi a une résistance
au Sunitinib [217]. Il a de méme été étudié dans plusieurs types de cancer que la cooptation
était un mécanisme pouvant médier la résistance aux stratégies anti-angiogéniques [196], [218].
Dans le cancer du sein, la cooptation vasculaire est trés présente dans les métastases cérébrales.
Les serpines, qui font partie des inhibiteurs des activateurs de plasminogénes (PA), sont sur-
régulées dans les métastases du cerveau, permettant leur survie et des capacités de cooptation
[218].

Le blocage de la voie VEGF/VEGFR induit une augmentation de I’hypoxie, aboutissant a
I’augmentation des facteurs alternatifs a I’angiogenése comme PDGFs, FGFRs, certaines
chimiokines, I’IL-8, etc. [219]. Cela conduit également a 1’augmentation du facteur HIF-1a
[220], qui induit la TEM et des facteurs liés a la TEM (TWIST1, SLUG, SNAIL), promouvant

I’invasion et la formation de métastases [221].
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Le microenvironnement tumoral

Les cellules stromales (leucocytes, péricytes, et fibroblastes) peuvent influencer la
réponse aux thérapies anti-angiogéniques. Les cellules endothéliales peuvent medier les
mécanismes de résistance. Cette résistance résulte de 1’augmentation des transporteurs de
cassette de liaison a I’ATP comme les protéines ABCB1 ou ABCG2 [222]. De plus,
I’augmentation et I’activation de EGFR et FGRR dans les péricytes et les cellules endothéliales
semblent étre impliquées dans les mécanismes de résistance au Bevacizumab. Ces voies de
signalisation du stroma induisent la survie des cellules endothéliales et augmentent la présence

des péricytes autour des vaisseaux tumoraux [223].

La présence des macrophages associés aux tumeurs (TAMs) de type M2 ou de
monocytes Tie2+ immatures induisent I’inefficacité des stratégies de blocage de VEGF [190].
La déplétion des TAMs permet d’augmenter I’efficacité des thérapies anti-VEGF [225].

Les fibroblastes associés aux cancers (CAFs) et les cellules fibrocytes-like recrutées
dans la moelle osseuse sont des cellules qui produisent des facteurs alternatifs pro-
angiogeniques. Chez la souris, ces cellules contribuent a la résistance au Bevacizumab. Dans
des échantillons de tumeurs des poumons, le nombre de fibrocytes était augmenté dans les
tumeurs apres traitement au Bevacizumab et correle au nombre de cycles de traitements ainsi

qu’aux nombres de vaisseaux CD31+ [226].

Un composant important du microenvironnement tumoral est la matrice extracellulaire,
qui peut jouer sur I’effet réfractaire des thérapies anti-angiogéniques. Il a été montré chez
I’homme et dans le modele murin de cancer cellulaire rénal métastatique que les thérapies anti-
VEGF entrainent un dépot anormal de protéoglycanes, dont 1’acide hyaluronique et des
glycosaminoglycanes sulfatés [227]. La déplétion enzymatique de 1’acide hyaluronique permet
d’accroitre 1’efficacité du traitement en augmentant sa perfusion dans la tumeur, mettant en

avant ’impact de celui-ci en tant que barriere physique aux traitements.

L’hétérogénéité vasculaire et tumorale

Les thérapies anti-angiogeniques basées sur VEGF ciblent les cellules endothéliales
dont le mécanisme repose sur cette voie de signalisation. Cependant, et c’est une des raisons

expliquant la résistance, toutes les cellules endothéliales ne fonctionnent pas de la méme fagon
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selon le type de vaisseaux et leur localisation. Dans les tumeurs, cette hétérogéneité est encore
plus présente et les cellules endothéliales tumorales présentent des phénotypes anormaux ainsi
que des changements morphologiques importants [228]. Un des mécanismes responsables de
ces différences est la voie PI3BK/Akt/mTOR qui induit la synthése de la thrombospondine-1, un
élément critique et déterminant dans le phénotype pro-angiogénique [229]. En conséguence,
ces cellules ne répondent pas de la méme maniere aux thérapies anti-angiogéniques [230]. La
culture cellulaire des cellules endothéliales dérivees de tumeurs mammaires (aussi appelées
TEC) amis en évidence qu’elles n’avaient pas la méme sénescence, et qu’elles exprimaient des
marqueurs de 1’angiogenése et de ’activation endothéliale de maniére constante. De plus, elles
présentent une augmentation de la résistance a I’apoptose. Ainsi, étudier les effets des drogues
anti-angiogéniques in vitro sur des cellules endothéliales tumorales semble plus représentatif

que sur des cellules endothéliales normales [231].

En plus de cette hétérogénéité vasculaire, il existe une hétérogénéité tumorale. L’analyse
de biopsies de tumeurs mammaires a démontre une variété de facteurs pro-angiogéniques dans
des phases avancées de cancer du sein comme FGF-2, a I’inverse des stades peu avancés qui
expriment plutdt le VEGF [232]. Les cancers invasifs expriment une hétérogénéité de facteurs
angiogeniques des les premiers stades pouvant contribuer aux différences de réponse aux
traitements [166]. De nouvelles approches thérapeutiques peuvent étre développées grace a une
meilleure compréhension des phénotypes intra-tumoraux des cellules endothéliales. Par
exemple, le développement de peptides couplés a des drogues ciblant spécifiquement une
gamme plus large de cellules endothéliales a été réalisé dans le début des années 2000 [233],
[234]. D’autres approches ont été élaborées mais les études cliniques n’ont pas montré de
résultats prometteurs, témoignant de la difficulté de cibler les cellules endothéliales tumorales
[235]. Leur efficacité est compromise par la survie de cellules tumorales grace aux réseaux
vasculaires normaux périphériques. De plus, ces thérapies induisent une toxicité

cardiovasculaire importante [236].
Les adipocytes et cellules myéloides

Des études récentes ont montré que 1’obésité pouvait promouvoir la résistance aux
theérapies anti-VEGF. L’obésité est associée a une hypoxie des tissus adipeux, dont ceux du
sein. 1l a été montré que les patientes obéses avec un cancer du sein avaient une augmentation
du taux d’IL-6 et de FGF-2, et que leurs réseaux vasculaires étaient moins sensibles aux

traitements anti-VEGF [237]. De plus, un modéle murin de cancer du sein a montré que
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I’obésité était associée a une augmentation de la production d’IL-6 par les adipocytes et les
cellules myéloides au sein de la tumeur. Le blocage de I’IL-6 engendre une diminution de la
résistance et une normalisation du systeme vasculaire. La normalisation de FGF-2 par la
metformine ou des inhibiteurs spécifiques réduisait de la méme maniére la densité des

vaisseaux et rétablissait la sensibilité aux traitements anti-VEGF chez la souris.

Dans un modéle murin, les tumeurs réfractaires aux anti-VEGF sont associées a une
infiltration de cellules myéloides [238]. La combinaison de ce traitement avec des anticorps
ciblant les cellules myéloides permet de réduire la croissance tumorale que les anti-VEGF seuls

ne suffisent pas a réduire.

I11.3.  Autres thérapies

Le constat des thérapies anti-angiogéniques est décevant, du fait qu’il s’agisse d’un
mécanisme complexe, encore mal compris. De plus, il a recemment été montré que 1’inhibition
de I’angiogeneése pouvait réduire la circulation sanguine de la tumeur et donc la délivrance des
médicaments, diminuant leur efficacité [239], [240]. L’axe principalement ciblé jusqu’a
maintenant était I’axe VEGF/VEGFR, qui semble étre inefficace en monothérapie, et présente
de nombreux problémes de résistance. Depuis, les mécanismes compensatoires indépendants a
VEGF ont été le sujet de développement de nouvelles thérapies. Les modéles précliniques d une
double stratégie d’inhibition montrent une diminution de 1’angiogenése, mais le passage aux

études cliniques reste peu efficace [241].
Inhibiteurs non-VEGF dans le cancer du sein

e FGFR : Une étude clinique visant a étudier 1’Erdafitinib, un inhibiteur sélectif de pan-
FGFR, en combinaison avec du Fulvestrant et Palbocilib est actuellement en cours sur des
patientes ayant un cancer du sein métastatique. De plus, le Futibatinib, un inhibiteur de
pan-FGFR est également en étude clinique de phase Il en monothérapie et en combinaison
avec le Fulvestrant chez des patients avec une progression locale ou métastatique, qui
présentent une amplification du géne FGFR. Il existe ainsi plusieurs molécules ciblant les
récepteurs FGFR en étude clinique actuellement.

e ANG-1/2 : Une autre stratégie vise a cibler ANG-1/2 avec un peptibody (une fusion d’un

peptide et d’un anticorps), le Trebananib, dont les études cliniques sont encore en cours.
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TGF-B : Le Bintrafusp-a est une molécule de fusion bi-fonctionnelle ciblant le TGF-p et
PD-LL1. Elle s’ajoute a la liste des molécules en essai clinique pour cibler 1’angiogenése de
maniére VEGF-indépendante dans le cancer du sein.

Les péricytes: Une des stratégies vise a cibler les péricytes, trés impliqués dans la
normalisation du réseau vasculaire tumoral [242]. Les études précliniques ont montré des
résultats prometteurs, en soulignant le fait que cette stratégie devait étre considérée avec
précaution du fait qu’une diminution des péricytes peut aussi rompre 1’intégrité vasculaire
et promouvoir la dissémination métastatique [243].

miARN : La place des microARNs (miARN) dans la régulation de 1’angiogenése en a fait
une cible intéressante. En 2018, Liang et al. a montré que le miARN-153 supprimait
I’angiogenése tumorale mammaire en ciblant HIF-1a et ANG-1 [244]. D’autres études de
ce type ont permis de montrer que le ciblage de certains micro ARN pouvait permettre de
réguler la densité vasculaire et la formation de tubes par les cellules endothéliales [245],
[246].

Les immunothérapies : La désorganisation des vaisseaux tumoraux crée une barriére

immunitaire sélective qui limite 1’extravasion des cellules immunitaires. De plus, I’hypoxie
crée une accumulation de lactate, ainsi que I’activation de I’axe VEGF/VEGFR, qui
ensemble promeuvent la tolérance immunitaire [247]. Les cellules endothéliales tumorales
expriment PD-L1, et produisent des facteurs immunosuppressifs contribuant a 1’évasion
immunitaire tumorale dans le mélanome [248]. La double inhibition de VEGF et ANG-2
entraine une normalisation des réseaux et la reprogrammation des TAM vers un phénotype
anti-tumoral dans le glioblastome [249] montrant le lien entre I’angiogenése et la réponse
immunitaire anti-tumorale. 1l a récemment été montré que les immunothérapies
permettaient la normalisation des réseaux vasculaires tumoraux [216], [217]. Dans des
modéles précliniques de cancer du sein, les immunothérapies ont montré un effet de
normalisation de ces réseaux vasculaires, soulignant le potentiel intérét de combiner des
anti-angiogéniques et des immunothérapies [218], [219]. Ce fut le cas dans une étude de
Allen et al. qui a couplé des inhibiteurs de VEGF et des anticorps anti-PD-L1. L’anti-PD-
L1 a permis de sensibiliser la tumeur aux thérapies anti-angiogéniques dans un modele
préclinique de cancer du sein, et a méme prolongé I’efficacité de ce traitement. La
réciproque était également vraie, les thérapies anti-angiogéniques ont amélioré I’efficacité

du traitement anti-PD-L1 [254]. Un essai clinique de phase Il qui semble prometteur teste
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actuellement cette combinaison chez des patientes présentant un cancer du sein triple négatif
[255].

Cibler les alternatives a ’angiogenése

Cibler de maniére simultanée I’angiogenése et la cooptation peut présenter une option
thérapeutique intéressante. 1l a récemment été mis en avant que l’inhibition de ARP2/3,
permettant de réduire la cooptation, en méme temps que 1’inhibition de I’angiogenése, était plus
efficace que de cibler 1’angiogenése seule dans des modeéles précliniques de cancer digestifs
[256]. Une revue publiée en 2020 soulignait le fait qu’une meilleure compréhension de la
cooptation permettra de mieux prédire la réponse aux thérapies anti-angiogéniques, d’anticiper
la réponse aux autres thérapies comme I’immunothérapie, mais surtout elle montre la nécessité

de développer des thérapies qui pourront cibler ces deux acteurs de la vascularisation [257].

Il en est de méme pour le mimétisme vasculaire, dont I’inhibition permettrait
d’améliorer les résultats des thérapies anti-angiogéniques. Les effets des thérapies anti-
angiogéniques sur la formation de réseaux de VM restent pour le moment peu concluants. Le
thalidomide permet de réduire le VM chez les souris C57BL/6, et inhibe les voies VEGF, NF-
kB, MMP-2 et MMP-9 [258]. La Rapamycine agit de la méme facon sur le VM en inhibant
mTOR et VEGF [259]. Une tétracycline modifiée nommée COL-3, ciblant I’activité des MMPs
dans le mélanome métastatique, a été associée a une inhibition du VM ainsi qu’une inhibition
de I’expression des génes associés aux VM [260]. 1l a aussi été démontré que le curcumin avait
un effet sur la formation de VM, la migration et la prolifération dans le glioblastome et le
carcinome hépatocellulaire, en modulant les voies de signalisation STAT3 et AKT [261], [262].
La surexpression de CD44 dans les cellules tumorales faisant du VM a permis d’initier un essai
clinique dans lequel est évalué un anti-CD44 sur le VM dans le traitement des tumeurs solides
[229]. D’autres molécules permettent de réduire le VM, comme des inhibiteurs de kinases Rho
[264], des molécules ciblant la VE-cadhérine [265], des liposomes modifiés pour cibler le VM
en diminuant les facteurs qui lui sont liés [266], ou encore I’utilisation de microARN impliques
dans le VM [267, p.]. La découverte des facteurs spécifiques impliqués dans le VM et une
meilleure compréhension de ces mécanismes devraient rendre possible les thérapies ciblées

permettant d’inhiber la formation de ces réseaux.
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Chapitre 3 : Les thérapies dans le cancer du

sein : place des inhibiteurs de PARP

Une fois le cancer du sein décelé et le stade tumoral diagnostiqué, un traitement adapté
est proposé. Dans les cancers non-métastatiques, le but de la thérapie est d’éradiquer la tumeur
du sein et des ganglions, et de prévenir la rechute et la formation de métastases. Pour les tumeurs
métastatiques, le but thérapeutique est de prolonger la vie, de détruire les tumeurs secondaires

et de pallier aux symptomes.

Lorsque le cancer est local, peu avancé et opérable, la résection chirurgicale locale ainsi
que celle des ganglions sentinelles est proposée. Peuvent s’ajouter a cette chirurgie de la
radiation post-opératoire ainsi que des thérapies systémiques post-opératoires en fonction de la

tumeur.

Lorsque le cancer est plus avancé un traitement systémique est alors mis en place, de
maniere préopératoire (avec les néoadjuvants) ou postopératoire (avec les adjuvants). Ce
traitement systémique est dépendant du grade et de la classification moléculaire de la tumeur.
Environ 70 % des cancers du sein diagnostiqués sont hormonodépendants. Concrétement, cela
implique qu’un traitement antihormonal peut étre prescrit, avec parfois 1’addition de
chimiothérapies. Dans les tumeurs HER2+, le Trastuzumab est administré, cumulable avec des
hormonothérapies. 1l s’agit d’un anticorps monoclonal humanisé recombinant dirigé contre le
récepteur 2 du facteur de croissance épidermique humain HER2. Dans les tumeurs triples
négatives ne répondant ni aux hormonothérapies ni aux thérapies ciblant HER2+, le traitement
repose sur de la chimiothérapie, avec anthracyclines, les taxanes et autres molécules [268]-
[270]. C’est dans le cas de ces tumeurs métastasiques agressives, réfractaires aux traitements
qu’en 2018 a été approuvé le premier traitement d’inhibiteur de PARP dans le cancer du sein
pour les tumeurs présentant des mutations BRCA. Dans ce chapitre, le fonctionnement et

I’intérét des inhibiteurs de PARP vont étre abordés.
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I. La superfamille des Poly(ADP) ribose polymérase (PARP)

PARP est une famille d’enzymes de 17 protéines qui sont impliqués dans de nombreuses
fonctions cellulaires. Parmi elles, PARP1 est décrite comme étant la plus abondante dans les
tissus normaux, et représente 85 % de I’activité cellulaire de PARP [271]. Cette protéine a une
localisation nucléaire et est exprimée dans toutes les cellules nucléées excepté les neutrophiles.
Les 16 autres protéines PARP ont pu étre identifiees grice a I’homologie de séquence du
domaine catalytique de PARP1. Comme cette signature n’est pas suffisante pour fournir une
classification fonctionnelle, la catégorisation doit étre établie en fonction de leur architecture et
de leurs différentes fonctions enzymatiques. Bien que d’abord classée en trois sous-groupes,

cette famille est maintenant regroupée en cing sous-familles [272]-[274].

Il'y a la classe des ADN-dépendants PARP, ceux des tankyrases (avec des répétitions
de site de liaison aux ankyrines), des CCCH de doigts de Zinc (qui lient I’ ARN viral), les macro
PARP (avec des domaines de liaison a I’ADP-ribose). D’autres PARP, qui n’ont a ce jour pas

pu étre classes selon cette méthode, existent (Figure 18).
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Figure 18: Structures des domaines des protéines PARP (selon Chang et al., 2013)
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Ces protéines sont localisées dans les différents compartiments cellulaires dont le noyau,
le cytoplasme et les mitochondries. Certains membres dont PARP1-4 ont une activité
catalytique de PARylation, une modification post-traductionnelle de fixation de polymeres de
résidus ADP-ribose (PAR) sur les différents acteurs cellulaires. Cette modification nécessite le
substrat nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+) et de I’ATP. Le mécanisme de la
PARylation est réversible grace a la dégradation des polymeéres par deux enzymes :
PARglycohydrolase (PARG) et I’ADP-ribosylhydrolase 3 (ARH3) [275]. ARH3 est la seule
hydrolase capable de dégrader les mono(ADP-ribose) MAR, PARG dégrade principalement les
poly(ADP-ribose) PAR.

PARP-1 est une protéine composée de 1014 acides aminés, contenant 3 domaines [271]
(Figure 19) : a. le domaine amino-terminal avec 2 doigts de Zinc qui est responsable de sa
capacité a lier ’ADN b. le domaine d’auto-modification (AMD) qui permet de réguler
négativement 1’activit¢ de PARP1 par autoPARylation c. le domaine carboxy-terminal
catalytique qui est le domaine de liaison au substrat NAD+, synthétise les chaines PAR sur lui-

méme, sur les histones et sur les diverses protéines impliquées dans la réparation de I’ADN.
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Figure 19: Structure de PARP-1 (selon Javier Oliver et al., 2020))

|.1. PARPI et la réparation de ’ADN

Les lésions a I’ADN dans une cellule sont courantes, qu’elles soient endogénes (liées
par exemple aux ROS) ou exogénes (UVs, agents alkylants, etc.). Pour y faire face, plusieurs
voies de réparation de I’ADN existent : DR (réparation directe), NER (réparation par excision
de nucleotides), BER (réparation par excision de bases), MMR (réparation des
mésappariements, HR (réparation par recombinaison homologue) et NHEJ (jointure

d’extrémités non homologues) [276]. Dans chaque voie de réparation, certaines protéines de
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réparation ont un réle central différent. Dans de nombreux cancers ces mécanismes peuvent
étre derégulés ce qui conduit & une augmentation de mutations et également a une instabilité

génomique, et in fine a la progression tumorale [277].

Dans les cellules humaines, 1’activation de PARP-1 est 1’une des premicres réponses a
un dommage a I’ADN et est impliquée dans la régulation de réparation simple et double brin.
L’ ADP-ribosylation des histones et le recrutement d’enzymes permettant le remodelage de 1a
chromatine entraine un relachement de la chromatine et ainsi la réparation de I’ADN. Les
histones H1 et H2B sont les principaux substrats de PARP1, qui une fois PARylés, permettent

a de larges complexes protéiques d’accéder au site de 1ésion.

Réparation des cassures simple brin (CSB)

Les protéines de réparation de I’ADN impliquées dans la réparation des CSB, comme
XRCC1, peuvent directement étre recrutées par PARP1 et PARP2 [278], [279]. XRCCL1 peut
ensuite permettre aux protéines telles que la ligase 3 de I’ADN (LIG3) ou encore ’ADN
polymérase f3, de poursuivre le processus de réparation (Figure 20). PARP1 a également une
action sur le systéme de réparation BER, mais il n’en est pas un élément indispensable [280,
p.]. Le systéme de réparation NER, qui permet de réparer des lésions d’ADN dues a des agents
mutagénes comme les irradiations aux UV, est lui aussi li¢ a ’activité de PARP1. Notamment
dans 1’étape initiale de reconnaissance du lieu de Iésion, ou PAR se lie & son site de liaison
spécifique sur la protéine XPC, qui est ainsi recrutée sur le site de lésion. XPC et RAD23B
s’associent ensuite avec le complexe de protéines de dommage a I’ADN DDB1-DDB2 [281].
PARP1 se lie aussi directement sur DDB2 ce qui induit la stimulation de son activité
catalytique. PAR fonctionne également comme signal de localisation en se liant aux domaines
macro de la protéine ALC1 (Amplified in Liver Cancer 1), permettant ainsi de ’activer et

d’exercer son action de modelage de la chromatine sur le site de l1ésion [282].
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Figure 20: Role de PARP dans la réparation des cassures simple brin (selon Cortesi et al.,
2021)

Réparation des cassures double brin (DSB)

Les cassures double brins peuvent étre réparées soit par HR soit par NHEJ, en fonction
du contexte (Figure 21). PARP1 reconnait les Iésions, et facilite le recrutement précoce des
facteurs de réparation des DSB. PARP1 recrute la protéine ATM (Ataxia Telangiectasia
Mutated) en se liant a ses sites de liaison permettant d’activer la signalisation des 1ésions a
I’ADN et d’arréter le cycle cellulaire. De plus, PARP1 est impliquée dans le recrutement de
MRE11 sur le site des DSBs, qui par la suite promeut I’assemblage de RADS51 qui facilite le
changement de brin durant la HR [283, p. 11]. Cette liaison peut permettre de déterminer le
choix du mécanisme de réparation en induisant la recombinaison homologue ou PARP1
contr6le la régulation de nombreuses protéines. Parmi elles, BRCAL impliqué dans les
premiéres etapes de réparation peut étre recruté par PARPL et par la PARylation [284]. Le
systtme NHEJ est module par PARP1. Ce systeme initie le recrutement des sous-unités

catalytiqgues des protéines kinases dépendantes de I’ADN (DNA-PKcs) grace aux
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hétérodiméres KU (KU70 et KU80) qui se lient aux DSBs avec une grande affinité. PARP1
semble minimiser I’association des complexes KU et XRCC4-ADN ligase IV sur I’ADN
favorisant ainsi le systeme HR [285].
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Figure 21: Rdle de PARP1 dans la réparation des cassures double brins (selon Nussenzweig
etal., 2017).

PARP1 peut également avoir un réle dans la transcription de I’ADN. Des études ont

montré qu’elle peut modifier I’activit¢ de protéines et leur localisation : les facteurs de
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transcription comme SP1 ou Oct-1 sont des cibles de PARP1, dont 1’addition de polyméres
d’ADP-ribose permettent leur régulation [286]. Des plus, ces modifications post-
traductionnelles préviennent 1’association de facteurs de transcription tels que p53 et NF-xB a
des facteurs d’export nucléaires tels que Crml, induisant leur maintien dans le noyau [287],
[288]. A travers ces mecanismes de régulation de facteurs de transcription et grace au
remodelage de la structure de la chromatine et au recrutement des complexes de réparations de
I’ADN, PARPI a un rdle pivot dans la réparation I’ADN. Il est important de noter qu’elle
possede un role dans les 6 mécanismes de réparation de I’ADN. PARP2 posséde également une
activité de PARylation lie aux lésions a ’ADN, cependant PARP3 n’a pas de domaine de
liaison a I’ADN. Ainsi, PARP2 semblerait étre le deuxiéme producteur de PAR aprés PARP1,
et peut compenser la perte de PARP1 in vivo [289].

1.2. Autres roles

Au-dela de son role dans la réparation de I’ADN, PARP1 est connue pour avoir divers

réles au sein de la cellule.
Les téloméres

PARP1 permet le maintien de la longueur des téloméres. Des études réalisées chez la
souris ont montré que les souris PARP1-/- perdaient environ 30 % de leurs téloméres [290]. De
plus dans des modeles cellulaires, I’inhibition de PARP induisait une réduction rapide de la
longueur des télomeéres et ce de maniere stable dans le temps. Cela peut étre expliqué par
I’interaction de PARP1 et de TRF2 (telomeric repeat binding factor 2), directement responsable
de la stabilité et la régulation des telomeres. PARP1 PARyle TRF2 qui module sa liaison avec
I’ADN télomérique [291]. De plus, PARP1 peut réguler les télomeres gréce a son interaction

et sa régulation réciproque avec I’hélicase WRN.
La mitose

Le réle de la PARYylation dans les processus mitotiques a été décrit il y a une quarantaine
d’années [292]. L’inhibition de PARP donne lieu a de nombreux défauts de la mitose, comme
I’hyper amplification du centrosome, un mauvais alignement chromosomique et un mauvais
assemblage du fuseau mitotique, 1’arrét de la métaphase, etc [293]. Cela induit des instabilités

chromosomiques.
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Mort cellulaire

Des dommages a I’ADN importants peuvent provoquer une hyperactivation de PARP-
1, conduisant a une accumulation de PAR et une consommation excessive de NAD+ et d’ATP.
Cette déplétion en NAD+ et ATP peut aboutir a la nécrose cellulaire [294]. La cellule n’a in
fine plus d’énergie, cela peut induire la mort cellulaire par parthanatos, via la relocalisation de
I’effecteur de mort AIF (apoptosis inducing factor) de la mitochondrie vers le noyau [295]. Ce

facteur induit la fragmentation de I’ADN et la condensation de la chromatine.
Processus inflammatoires

PARP1 peut promouvoir les réponses inflammatoires en régulant positivement le
facteur de transcription pro-inflammatoire NF-«kB, il s’agit d’une des interactions de PARP1
les plus documentées (Figure 22). NF-kB est composé d’une combinaison dimérique de
membres de la famille Rel, avec les sous-unités majeures p65 et p50. L’activation et la
translocation nucléaire de NF-kB nécessite la phosphorylation de I’inhibiteur IkBa par I’'TkB
kinase (IKK), qui cause sa dégradation par ubiquitination gradce au protéasome. Cette
dégradation est médiée par NEMO (NF-«xB Essential Modulator), un régulateur essentiel
de NF-kB. L’autoPARylation de PARP1 qui suit la détection d’une Iésion a I’ADN promeut la
formation d’un « signalosome », contenant PARP1 activé, NEMO et ATM. S’en suit la
SUMOylation de NEMO, conduisant a 1’activation de IKKa et IKK. Ainsi, NF-kB est activé
et transloqué dans le noyau [296]. L’inhibition de PARP1 permet de prévenir la translocation
de la protéine p65 de NF-kB, cet effet est réversible lorsque PARP1 est de nouveau exprimée
[287]. De plus, PARP1 peut interagir avec p300, qui est un coactivateur transcriptionnel
nécessaire a NF-xB [297]. Le rdle direct de PARP1 dans la voie NF-xB est démontré gréce a
des études faites dans le modéle de souris PARP1-/- qui ont montré une inhibition des
médiateurs de I’inflammation dépendants de NF-«B, tels que TNF-a, IL6, iNOS [298].
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Figure 22: Modéle simplifié de I'activation de NF-«B li¢ a PARP-1 (adapté de Blrkle et al.,
2012).

PARP1 régule egalement plusieurs molécules inflammatoires comme des cytokines, des
chimiokines, des facteurs de transcription. PARP-1 est un facteur clé dans I’inflammation
induite par le stress oxydatif, en étant activée et contribuant a la production des especes
réactives d’oxygéne et de nitrogéne (ROS/NOS) [299]. Par ailleurs, la protéine PAR
extracellulaire peut agir en tant qu’alarmine ou DAMP (Damage Associated Molecular
Pattern), stimulant les macrophages et induisant la réponse inflammatoire [300]. La
PARylation de HMGBI, une alarmine impliquée dans I’inflammation et secrétée dans la
nécrose, favorise sa translocation du noyau au cytoplasme puis son relargage. Cette protéine
est ensuite reconnue par RAGE (Receptor for Advancede Glycation Endproducts) et TLR4
(Toll-Like Receptor 4) sur les macrophages, aboutissant a une diminution de I’efferocytose,

réduisant ainsi la présence de cellules apoptotiques, maintenant I’inflammation [301].
Métabolisme cellulaire

Les enzymes PARP impactent le métabolisme de nombreuses manieres. Il semblerait
que PARP1 soit impliqué dans le cycle circadien. Son expression et son activité sont rythmées

selon des cycles circadiens chez la souris et chez I’humain [302], [303], induisant des
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régulations transcriptionnelles circadiennes dans le muscle squelettique, le foie ou encore le
systeme immunitaire. Elle a également une action sur le systéme hormonale, en modifiant par
exemple les androgénes intramusculaires [304], mais aussi 1’insuline [305] et I’expression
d’adipokines [306]. Des études récentes suggerent le réle de PARP1 et 2 dans la régulation
métabolique en influencant la fonction mitochondriale et le métabolisme oxydatif. Son role
dans le développement de pathologies liées a une résistance a I’insuline a pu étre démontré
[307].

PARP a également une fonction modulatrice du métabolisme des carbohydrates, en
régulant la glycolyse, mais elle a également une implication dans le métabolisme des lipides,

et dans I’adipogeneése [308].

1.3. PARP1 et cancer

La surexpression de PARP1 est liée a des tumeurs mammaires de haut grade, une
négativité aux récepteurs hormonaux et aux tumeurs TNBC [309]. Il en va de méme pour
d’autres types de cancers ou une haute expression de PARP1 peut étre retrouvée et est associée
a un mauvais pronostic [310]. Cela suggere un role de PARP1 dans les processus oncogéniques.
Une étude réalisée sur plus de 8000 échantillons tumoraux a montré que PARP1 était
significativement surexprimée dans les tumeurs du sein BRCA muté, triples négatives, mais
également dans divers cancers comme le cancer de 1’utérus, des ovaires et des poumons [311],
[312].

Effet double sur la carcinogenese

Des études dans des modeles murins PARP1-/- ont également montré que PARP1 avait
un role dans I’oncogenése. Dans ces souris, le développement spontané¢ de tumeurs était
similaire avec ou sans PARP1, mais le développement de tumeurs malignes utérines, des
poumons et du foie avait une incidence supérieure lorsque PARP1 était inhibée [313]. De plus,
les tumeurs spontanées se développaient plus précocement dans les souris PARP1-/-. De
maniére générale, la survie des souris était réduite et le vieillissement accéléré. L’invalidation
de PARP1 induit la formation de carcinome ainsi que le développement de tumeurs neuronales
chez la souris p53-/- [314]. p53 est un suppresseur de tumeur bien connu pour sa capacité a

induire la mort cellulaire, et est impliqué dans de nombreux mécanismes cellulaires. 1l permet
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I’élimination des cellules ayant subi un stress oncogénique. Il est muté dans de nombreuses
tumeurs ce qui conduit a 1’évasion de la mort cellulaire médiée par p53. PARP1 et p53 sont
donc deux acteurs de la maintenance de la stabilité génétique. Bien que le phénomene ne soit
pas encore a ce jour complétement compris, il a été proposé que PARP-1 agisse en amont de
p53 dans la signalisation de réparation aux lésions, soit par PARylation de p53 soit de maniere
indirecte [315]. Il a aussi été montré que p53 et PARP1 coopérent dans la stabilisation du

génome [316].

Ce role de PARP1 dans les tumeurs semble étre tumeur-dépendant. Une étude a ainsi
montré dans un modéle murin PARP1-/- que le développement de carcinome de la peau était
réduit en absence de PARP1 [317]. De plus, alors que la dérégulation de la voie NF-«kB est un
marqueur de la tumorigenése, I’absence de PARP1 a aboli I’activation de la voie et de ses génes
cibles durant la promotion de la carcinogenese de la peau. Ainsi, la promotion de ce cancer a
été altérée par la modification de la voie NF-kB. Dans le cancer colorectal, les souris PARP1-
/- soumises a une induction chimique de la carcinogenese étaient protégées du developpement
tumoral, alors que les souris wild-type avaient un nombre de tumeurs plus important [318]. De
plus ils ont montré que PARP1 réduit I’initiation tumorale et ce de maniere MGMT dépendante
(methylguanine-DNA methyltransferase), mais qu’une fois la tumeur présente, elle avait un
effet promoteur de la progression tumorale notamment par la promotion de 1’inflammation.
L’effet protecteur de PARP1 sur I’initiation semble étre li¢ au fait que son inactivation a des
effets anti-inflammatoires, ce qui dans le cancer du pancréas est lié a une diminution du
recrutement des macrophages, dans le cancer colorectal est associ¢ a une diminution de 1’axe

IL-6-STAT3-cyclineD1, et dans la tumeur de la peau une activité NF-xB réduite [319].

Ainsi le r6le de PARP1 dans I’initiation et la promotion de la tumorigenese peut étre
soit inhibiteur soit promoteur, en lien avec les roles multiples de cette enzyme sur I’ADN et

I’inflammation.
Implication de PARP sur les « hallmarks of cancer »

- PARP1 est liée a la régulation de la prolifération ainsi qu’aux mécanismes de
suppression de croissance. Du fait de son role dans la réplication, la réparation, sur
I’¢longation et Dl’intégrit¢ des télomeres, sur les évenements mitotiques et les
centrosomes comme vu précédemment, elle agit sur la stabilité génétique et la
prolifération cellulaire. De plus elle régule plusieurs facteurs de croissance, et agit

également en aval de la chaine de signalisation en interagissant par exemple avec ERK-
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1, médiant les altérations épigénétiques. Sa régulation des genes suppresseurs de
tumeurs p53 et pRB, deux acteurs de la sénescence, a deja été démontrée. Ainsi dans de
nombreux cancers dont le cancer du sein, I’inhibition de PARP induit la sénescence
[320]. De plus, elle agit sur les mécanismes de perte d’inhibition de contact, dont le
processus passe par la diminution de I’expression de PARP1 par les facteurs Spl et Sp3
[321].

L’échappement a la mort cellulaire est également médié par PARP1. Comme nous
I’avons vu, PARP1 a de nombreuses fonctions sur la réparation des dommages a I’ ADN.
Elle est aussi impliquée dans les mécanismes de résistance a la mort cellulaire. Par
exemple, sa localisation cytoplasmique dans les cellules cancéreuses pancréatiques leur
confére une résistance a 1’apoptose lorsque celle-ci est induite par le récepteur de mort
de type 5 (DR5) [322]. PARP1 est également un régulateur négatif de la voie de
signalisation PI3K-Akt favorisant la survie cellulaire.

Dans les cellules tumorales, des mécanismes de maintenance des télomeéres peuvent étre
réactivés pour maintenir une longueur suffisante pour protéger les cellules de la
sénescence, et leur conférer une immortalité de réplication. PARP1 peut s’accumuler
sur les téloméres dont I’ADN est 1ésé ou lorsqu’il y a une érosion due a la déficience de
la télomérase [323]. Par ailleurs, PARP1 peut réguler la télomérase, en recrutant KLF4
sur le promoteur hTERT, afin de maintenir une expression de la télomérase. Elle peut
également PARyler directement hTERT, et réguler les protéines associées a la
télomérase comme TEP1 [324].

L’instabilité génomique et 1’hyper-mutabilité sont également des «hallmarks of
cancer ». PARP, a travers ses régulations dans les divers systemes de réparation de
I’ADN, semble agir en tant que protecteur du génome, ce qu’on appelle plus
communément « genome caretakers ». Les genes souvent désignés ainsi sont également
ceux qui sont fréguemment mutés dans les cancers avec des prédispositions héréditaires.
Les cellules tumorales mettent en place une reprogrammation métabolique, qui leur
permet de subvenir a leur augmentation des besoins énergétiques. Parmi eux, nous
retrouvons 1’effet Warburg. PARP a une grande influence sur le métabolisme tumoral,
de par ses régulations transcriptionnelles, mais également par la
PARylation/MARylation de protéines métaboliques, ou encore via les changements
dans les taux de NAD+/ATP. Un des exemples de ces regulations est observé sur la p-

oxydation des acides gras (FAO), régulée entre autres par MYC, JAK et STAT3 ainsi
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que par les récepteurs PPARs. PPAR-a peut étre PARylé par PARP-1, aboutissant a la
suppression de la FAO [325].

Des études d’inhibition de PARP ont aussi pu montrer qu’il peut favoriser
I’angiogenése. Son inhibition in vitro a montré une abolition de I’action des cellules
endothéliales en réponse a des stimuli angiogéniques, et une réduction in vivo dans la
souris de 1’angiogenese [326]. Dans une étude sur le mélanome dans un modéle murin,
une inhibition de PARP aboutit & une réduction de 1’agressivité tumorale, mais
également a une réduction de I’expression de marqueurs de I’angiogenése dont
PECAM-1/CD31 ainsi que des médiateurs pro-inflammatoires [327]. PARP1 a une
action sur les acteurs de I’angiogenése, notamment a travers la PARylation du facteur
HIF-1 qu’il module directement [328]. PARP-1 favorise également I’activité de VEGF,
en effet I’inhibition de PARP-1 permet in vitro la diminution de la formation de tubes
sur matrigel de la lignée cellulaire HUVEC (human umbilical vein endothelial cells)
due a la réduction des taux de VEGF et FGF [329]. Il a été montré dans le mélanome
que la perte de PARP induit la diminution de la vimentine (impliquée dans
I’angiogenése) et I’augmentation de la VE-cadhérine dans les HUVEC. Dans le
mélanome toujours, il a été constaté une diminution du mimétisme vasculaire lorsque
PARP1 était inhibée [330].

PARP est associée a I’invasion et a la formation de métastases. Elle peut avoir des
effets opposés sur la TEM en fonction des cancers. PARP1 peut se lier 8 HOXB7, qui
est un promoteur de la TEM dans le cancer du sein [331], et sa PARylation aboutit a la
réduction de son activité transcriptionnelle [332]. L’augmentation de PARP1 est
¢galement associée a 1’activation de MMP2 et MMP9 et I’inhibition de TIMP, des
acteurs de la restructuration de la matrice extracellulaire [333]. 1l a été montré dans des
TNBC que PARP1 interagit avec la sous-unité p65 NF-kB pour réguler positivement
CCL2, impliquée dans I’invasion tumorale [334].

De plus, PARP1 est impliquée dans les mécanismes d’échappement au systéme
immunitaire, et ce de plusieurs maniéres. Il a été montré dans plusieurs études que le
développement des T régulateurs est régulé par PARP1, qui PARyle Foxp3, favorisant
ainsi le développement des Tregs [335]. A I’inverse, les souris présentant une double
déficience PARP-1/-2 ont une diminution du nombre de lymphocytes T, une maturation
dans le thymus déficiente et une diminution du nombre des lymphocytes périphériques
CD4+ et CD8+ [336]. PARP1 et 2 promeuvent aussi le développement et le

fonctionnement des lymphocytes B [337]. Elles modulent également les composants du
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systeme immunitaire inné avec les neutrophiles, les macrophages, les cellules
dendritiques et les natural killer NK [338].

I1.Les inhibiteurs de PARP-1 (PARPI)

Dans les années 1990, la recherche est passée de la compréhension de la PARylation,
de PARP et de ses fonctions, aux implications physiologiques et pathologiques des inhibiteurs
de PARP. Du fait du lien qui a été montré entre PARP et de nombreux cancers humains, les
PARPs sont devenus une cible thérapeutique intéressante. Les premiers inhibiteurs développés
étaient des analogues du nicotinamide, dont le 3-aminobenzamide (3AB). Puis est arrivée la
deuxieme génération d’inhibiteurs dans les années 90, et enfin ceux actuellement utilisés en
clinique qui représentent la troisieme génération et possédent une meilleure efficacité et
specificité pour PARP [273]. Ceux de deuxieme et troisieme génération ont été optimisés et

sont basés sur la structure des carboxamides benzimidazoles tricycliques.

Initialement, ils étaient développés pour avoir une action de chimio-sensibilisateurs. En
2005, une étude a montré ’efficacité in vitro et in vivo des inhibiteurs de PARP sur les tumeurs
formées a partir de cellules souches embryonnaires BRCA muté [339]. En 2009, une étude de
phase I dans des cancers de 1’ovaire, du sein et de la prostate avec mutation BRCA1 et 2, a mis
en avant I’activité anti-tumorale de 1’Olaparib (AZD2281) [340]. En présence d’inhibiteurs de
PARP (PARPI), les lésions simple brin ne sont plus réparées par le BER, et sont converties en
Iésions double brin, qui induisent la mort cellulaire lorsque BRCA est muté. Ce traitement fut
le premier approuvé dans le traitement des tumeurs BRCA muté dans le cancer de I’ovaire, du

sein, du pancréas de la prostate et dans d’autres cancers.

11.1. Le mécanisme

Le principe du développement des inhibiteurs de PARP en oncologie est le principe
synergique de la létalité synthétique ; deux conditions qui indépendamment ne causent pas la
mortalité, aboutissent a la mort cellulaire quand elles sont associées. Comme nous I’avons vu,
certains cancers ont un défaut de réparation de ’ADN comme par exemple les mutations

BRCAL et 2 retrouveées dans certains carcinomes, impactant la recombinaison homologue. La
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réparation repose alors sur PARP1 et la réparation par excision de bases (BER). Lorsque des
inhibiteurs de PARP sont utilisés dans ce cadre, ces cellules n’ont alors plus de moyen de

réparer les lésions et cela aboutit a la mort cellulaire (Figure 23).

Normal cell BRCA 1/2%/+ or +/- or -/+

Single-strand Double-strand H
DNA break PARP DNA break Cell Survival
inhibitor A
Active
l i BRCA 1/2
DNA repair
Tumorigenic cell BRCA 1/2-/-
¥ i ’
Single-strand Double-strand Cell Death
DNA break PARP DNA break
inhibitor T
Synthetic
o l lethality
DNA damage

Figure 23: Principe d'action des inhibiteurs de PARP : la létalité synthétique (selon Shi et al.,
2021)

La majorité des inhibiteurs sont développés pour inhiber de maniere compétitive le
domaine catalytique de PARP, empéchant le substrat NAD+ de se lier a son site catalytique.
Mais il ne s’agit pas du seul mécanisme d’action des inhibiteurs. Les PARPI peuvent se lier au
site actif de PARP et inhiber son activité enzymatique ou se lier au complexe PARP-
chromatine, et bloquer I’enzyme sur la chromatine au site des lésions dans un état non actif.
L’ensemble PARPi-PARP1 avec le complexe d’ADN aboutit a I’accumulation de 1ésions
simple brin qui ne peuvent pas étre réparées, empéchant 1’avancement au niveau de la fourche
de réplication, et résultant en des lésions double brin [341]. Cet effet cytotoxique dit de
« trapping » a eté décrit par I’équipe de Pommier [342]. Par la suite, les études ont montré que
les différents PARPi, bien qu’efficaces a inhiber PARP1/2, n’ont pas la méme capacité a
bloquer mécaniquement PARP. Il semblerait que cela dépende de la drogue utilisée, mais
également de son utilisation en monothérapie ou thérapie combinée [343], [344]. Par exemple,

lorsque PARPi est couplé avec un inhibiteur de la topoisomérase I (TOP1), I’activité
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cytotoxique repose peu sur le systéme de blocage. A I’inverse, 1’addition d’un agent alkylant

comme la témozolomide, semble reposer largement sur le blocage [289], [345].

I existe plusieurs biomarqueurs concernant I’utilisation des inhibiteurs de PARP. Les
mutations des genes BRCAL et BRCA2 en font partie. Les femmes présentant un cancer du sein
ou de I’ovaire sont testées actuellement en routine pour les mutations sur ces genes, et peuvent
étre traitées par inhibiteurs de PARP si c’est le cas. Cependant, avec le temps, il a ét¢ montré
que le statut BRCA ne correle pas toujours avec la réponse aux PARPI, mettant en avant la
nécessité de trouver d’autres marqueurs prédictifs [346]. Des etudes récentes mettent en avant
que 1’Olaparib, un PARPI, pourrait étre efficace chez des patients qui n’ont pas de mutation
BRCAL/2 mais qui présentent des mutations dans d’autres génes impliqués dans les mécanismes
de réponses aux lésions de I’ADN. Plusieurs mutations de géne de la RH ont été identifiées
comme potentiels biomarqueurs tels que ATM, FANC, CHK2, RAD51B/C et CDK12 [347],
[348]. De maniere plus générale il est possible de définir un score de déficience de
recombinaison homologue qui a été montré comme étant prédictif dans les tumeurs TNBC
BRCAL1/2 mutées ou dans le cancer de I’ovaire [349]. Diverses études ont cependant montré
que ce n’était pas un biomarqueur parfait ; un score de déficience de recombinaison homologue
(HRD) élevé est associé a une meilleure survie sans progression apres traitement avec le
Niraparib (PARP1), dans le cancer de 1’ovaire BRCA non muté. En revanche, une autre étude a
montré que le statut HRD n’est pas corrélé avec la réponse suite au traitement par le Veliparib
(un autre PARPI) [350], [351], montrant que HRD n’est pas le seul facteur qui permet de
déterminer la sensibilité aux inhibiteurs de PARP.

Le terme BRCAness a vu le jour et permet de décrire les caractéristiques de la HRD
mimant la mutation des génes BRCA. Des études récentes ont permis d’établir que le score de
BRCAness serait un trés bon indicateur de réponse aux PARPI [352], [353]. Ainsi, I’utilisation
des inhibiteurs de PARP pourraient étre elargie aux patients non mutés BRCA mais qui
présentent des mutations semblables dans la RH. Des essais cliniques tels que ARIEL2,
ARIEL3 ou encore NOVA sont en cours pour déterminer 1’utilité des PARPI sur des tumeurs

dans le cancer de ’ovaire.

Ces notions sont reprises et réesumées dans le schéma explicatif de la Figure 24.
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Figure 24: Mécanismes moléculaires des inhibiteurs de PARP (adapté de Shi et al., 2020)
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11.2. L’utilisation en clinique dans le cancer du sein

En monothérapie

L’Olaparib et le Talazoparib sont deux monothérapies autorisées dans le traitement du
cancer du sein HER2- avec delétion de BRCA [354]. L’Olaparib est de plus approuvé dans les
cancers du sein métastatiques par I’agence du médicament américaine (FDA) et est approuvé
par ’agence du médicament européenne (EMA) dans les cancers du sein localement avancés
et métastatiques. Il est approuvé pour des cancers métastatiques déja traités par chimiothérapie
ou positifs aux récepteurs hormonaux apres thérapie endocrine. Le Talazoparib est lui autorisé
par la FDA et la EMA pour les cancers localement avancés et métastatiques. Ces autorisations
ont été données dans les années 2018-2019 suites aux résultats positifs des essais cliniques de
phase Il OlympiAD et EMBRACA qui ont montré des avancées en terme de survie sans
progression [355]. OlympiAD qui était un essai multicentrique international a permis de
comparer ’efficacité de I’Olaparib versus la thérapie standard du choix du praticien. Cette étude
a permis de montrer que la toxicité peut étre appréhendée et que le gain pour les patients avec
ce traitement est réel. L’essai EMBRACA a lui permis de relever ’efficacité du Talazoparib
versus un agent standard [356]. Une comparaison de ces deux études suggére qu’il ne semble
pas y avoir de différence d’efficacité entre Olaparib et Talazoparib vis-a-vis de la survie sans
progression [357].

Le Niraparib, Rucaparib et Veliparib sont en en revanche toujours en essais cliniques en

tant que monothérapie pour les cancers BRCA mutés.

Il y a actuellement des essais cliniques qui s’intéressent aux traitements par PARPI des
premiers stades de tumeurs mammaires ; une étude clinique de phase 1l avec Veliparib en
néoadjuvant, une étude clinique de phase I/Il avec le Niraparib et le Talazoparib en
néoadjuvant, et une étude clinique de phase II/lll sont en cours concernant le traitement

Olaparib en tant que néoadjuvant et adjuvant.
En combinaison

Des études cliniques ont été menées pour tester les inhibiteurs de PARP en combinaison
avec des agents cytotoxiques de chimiothérapies dans les cancers metastatiques mammaires.
Le rationnel de ces combinaisons repose sur le lien entre HDR, la réparation de I’ADN et la

1étalité synergique. L’augmentation de I’instabilité génomique dans les cellules tumorales HRD
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les rend plus sensibles aux Iésions a I’ADN causées par les sels de platine. Le Veliparib semble
étre particulierement intéressant couplé avec 1’agent cytotoxique Témozolomide. L’efficacité
de cette combinaison et sa bonne tolérance ont été confirmées en phase Il. Ce qui ressort de ces
études, est I’effet bénéfique d’une combinaison avec du cisplatine, du carboplatine, ainsi que le
Topotécan dans les cancers BRCAness, avec des effets secondaires plus ou moins satisfaisants.
L’association  Olaparib-Topocan semblerait avoir beaucoup d’effets secondaires
hématologiques, alors que les combinaisons avec Veliparib sont mieux tolérées. 1l a été émis
I’hypothése que 1’efficacit¢ d’une combinaison entre un PARPi et un autre agent de
chimiothérapie reposerait en partie sur le mécanisme d’action des molécules. Certains PARPi
ont une activité de suppression catalytique de PARP forte (Veliparib) alors que d’autres
utilisent d’avantage le systéme de blocage « trapping » (Olaparib, Talazoparib). Ainsi, les
PARPI qui ont un systéeme de blocage seraient plus efficace avec des agents alkylants, alors que
ceux s’appuyant sur 1’activité catalytique seraient plus appropriés en combinaison avec des

inhibiteurs de la topoisomérase | [358].

Une autre combinaison prometteuse est I’association avec des immunothérapies du fait
que I’Olaparib induit des dommages a I’ADN capable d’attirer des lymphocytes tumoraux
infiltrants, d’augmenter PD-L1 et de libérer des néo-antigénes tumoraux aprés la mort
cellulaire. L’association de 1’Olaparib avec un anticorps anti-PD-L1 a été évaluée en phase | et
a montré des résultats satisfaisants chez des patientes BRCA muté et non muté [359]. L’essai
de phase Il MEDIOLA testant la méme combinaison a montré un effet supérieur a 1’utilisation
de I’Olaparib seul [360]. Ces résultats ont permis de continuer les essais et notamment de les
ouvrir aux patients ayant un TNBC BRCA non muté. De plus, une étude de phase Il couplant
le Niraparib avec un anticorps anti-PD-L1 a aussi montré qu’indépendamment du statut BRCA
la réponse au traitement semble différer en fonction du statut PD-L1 (en faisant un biomarqueur
potentiel) [361]. Une étude in vitro dans des lignées tumorales mammaires et in vivo sur un
modele murin a montré que PARPi augmente 1’expression de PD-L1 [362]. De plus, le blocage
de PD-L1 permettrait de resensibiliser les cellules tumorales a I’activité cytotoxique des

lymphocytes T, augmentant 1’efficacité thérapeutique en combinaison in vivo.

La combinaison entre les inhibiteurs de PARP et des traitements anti-angiogéniques
est aussi en essai clinique. Les premiers résultats dans le cancer de 1’ovaire montrant un
bénéfice de cette combinaison [363] ont incité le développement d’essais dans le cancer du

sein. Une phase I a ainsi commencé en couplant un inhibiteur de PARP a 1’ Apatinib (anti-
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angiogenique), et cela a permis de montrer que la combinaison semble étre bien tolérée,

permettant de poursuivre 1’essai [364].

11.3. La résistance aux inhibiteurs de PARP

Le probléme de développement de résistance aux thérapies anti-tumorales s’applique
également aux inhibiteurs de PARP. Les mécanismes sous-jacents au développement de cette

résistance restent mal compris a ce jour. Plusieurs pistes pour expliquer cela ont été avancées.
La restauration de I’activité de réparation homologue

Un des mécanismes d’acquisition de résistance aux inhibiteurs de PARP est la
restauration de la HR (Figure 25). Cela a lieu grace a des mutations de réversion notamment
via la réactivation de BRCA1/2. Ces mutations secondaires ont pu étre identifiées en amont chez
les patients réfractaires par la suite aux inhibiteurs de PARP, mais elles étaient également
présentes en grand nombre dans le plasma des patients apres traitements aux inhibiteurs de
PARP, dans le cancer du sein et de ’ovaire [365]. De plus, il a été montré qu’un défaut de
réparation homologue lié a une mutation BRCA1 peut étre réactivé suite a une défaillance de la
voie de réparation NHEJ. La perte de fonction de la protéine 53BP1, impliquée dans NHEJ,
rétablit la voie de réparation HR, et induit la résistance aux inhibiteurs de PARP [366]. Cela ne
s’applique pas dans le cas de mutations BRCA2. 1l a aussi ét¢ mis en évidence le role des
miARN dans la résistance aux inhibiteurs de PARP. La surexpression de miR-622 induit la
désensibilisation des cellules tumorales mammaires BRCA-mutées a 1’Olaparib et au Veliparib.
Cette désensibilisation serait due au fait que miR-622 médie I’expression de Ku70/80, bloquant

ainsi le mécanisme de réparation NHEJ, et rétablissant le systeme HR [367].
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Figure 25: Mécanismes de résistance : restauration de I'activité de HR (adapté de Shi et al., 2020)

Diminution de la disponibilité cellulaire de PARPI

Dans le modele murin de cancer du sein muté BRCA, la majorité des tumeurs résistantes
aux inhibiteurs de PARP présentaient une surexpression des genes transporteurs de 1’efflux de
drogues (comme ABCB1A/B, codant pour MDR1) [368]. Cette résistance, aussi montrée dans
le cancer de I’ovaire, semble étre réversible in vitro lorsque les cellules sont traitées avec un
inhibiteur de ABCB1 [369]. Ce phénomene est décrit avec le traitement Olaparib, mais les
résultats ne sont cependant pas retrouvés avec le traitement Veliparib, montrant qu’il ne s’agit

pas d’un mécanisme unique pouvant expliquer la résistance (Figure 26).
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Figure 26: Mécanismes de résistance : drogue efflux (adapté de Shi et al.,
2020)

La stabilisation de la fourche de réplication

BRCAL1 et 2 ont un rdle dans le blocage de la fourche de réplication. Lorsqu’ils sont
mutés, certaines nucléases comme MRE11 et MUS81 peuvent alors se mettre sur la fourche de
réplication menant a la déstabilisation de la fourche, et & des aberrations chromosomiques.
EZH2 et PTIP, impliquées dans le recrutement de ces nucléases peuvent médier la sensibilité
aux inhibiteurs de PARP [370], [371]. La perte de PTIP, inhibe le recrutement de MRE11 au
site du blocage de la fourche de réplication, pour minimiser la dégradation du brin naissant
d’ADN. En résulte la stabilisation de la fourche, associée avec des lésions doubles brins dans
les cellules BRCAL/2 et cela confere la résistance aux inhibiteurs de PARP (Figure 27). La

perte de EZH2 induit la résistance aux PARPi dans les BRCA2 mutées seulement [372].
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Figure 27: Mécanismes de résistance : Stabilisation de la fourche de réplication
(adapté de Shi et al., 2020)
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Diminution de PARP1 et PARG

Le blocage de PARP par PARPi induit I’accumulation de lésions simples brin non
réparées et une mauvaise progression de la fourche de réplication, menant a la mort cellulaire.
Il semblerait qu’un lien existe entre le PARP « trapping » et I’acquisition de résistance aux
PARPI. Pettitt et al. ont identifié une mutation de PARP1, fréquente dans les tumeurs de
patients résistants aux PARP1, qui est associée avec une diminution de I’activité de blocage de
PARP1 sur I’ADN [373]. L’activité de PARP est inversée par la glycohydrolase PAR (PARG),
responsable de la dégradation des chaines PAR. Des séquencages genétiques de souris BRCA2-
déficientes ont permis d’identifier la perte sélective de PARG comme une cause possible de
résistance aux inhibiteurs de PARP [374]. Il a ainsi été retrouve des populations PARG-
négatives dans le cancer du sein triples négatifs. La suppression de PARG permet de nouveau
la formation de PAR, de diminuer le blocage de PARP sur I’ADN, et réhabilite la signalisation
de PARP1 (Figure 28).

¢

| PARG

Inhibiteur de
PARP

Figure 28: Mécanisme de résistance : Diminution de PARG (adapté de Shi et al., 2020)

Dérégulation de voies de signalisation

La résistance aux inhibiteurs de PARP est associee a la dérégulation de plusieurs voies
de signalisation. Par exemple, le récepteur de tyrosine kinase c-MET phosphoryle PARP-1,
permettant ’activation de son activité enzymatique réduisant ainsi sa liaison avec les PARPI,
induisant de la résistance aux inhibiteurs de PARP. Une combinaison PARPI et inhibiteurs de
c-MET aurait un effet synergique sur la suppression de la croissance des cellules tumorales
mammaires in vitro et in vivo [375]. Le traitement avec PARPi augmente la voie pro-survie
PI3K/AKT, qui est un régulateur de la prolifération et croissance cellulaire [376]. ATM et ATR,

deux sérine/thréonine kinases, sont des facteurs essentiels dans la réparation de I’ADN et leur
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augmentation confeére la résistance aux inhibiteurs de PARP via la restauration de la HR [377].
Leur inhibition dans les cellules tumorales BRCA-mutées et résistantes aux inhibiteurs permet
de contrer les mécanismes de résistance (en bloquant la réparation homologue et la stabilisation
de la fourche de réplication) [378]. Des données de séquengages d’ARN ont également permis
de montrer que la voie NF-kB est augmentée dans les cellules résistantes aux inhibiteurs de
PARP, et que I'inhibition de certains composants de NF-kB permet de rendre les cellules
sensibles de nouveau. Ainsi, il semblerait que les cellules résistantes aux inhibiteurs de PARP
soient plus sensibles aux inhibiteurs de NF-xB que les cellules non résistantes. L’association

d’un inhibiteur de NF-kB et de PARPi serait ainsi efficace sur les cellules résistantes [379].

Ainsi, il est important de développer des outils permettant de prévoir I’efficacité des
inhibiteurs de PARP avant traitement, et il serait bénéfique de développer des approches
thérapeutiques ciblant les mécanismes de résistance qui se mettent en place pour rendre de

nouveau sensibles les tumeurs aux inhibiteurs de PARP.
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Le cancer du sein est le cancer feminin le plus fréequent, et malgré les progres
thérapeutiques il reste la premiére cause de déces par cancer chez la femme du fait du

développement de résistances au traitement et de la formation de métastases.

L’angiogenése permet la vascularisation des tumeurs et est une condition essentielle au
développement tumoral et au processus métastatique. Toutefois des résultats récents ont montré
qu’il existe un nouveau mécanisme appelé mimétisme vasculaire (VM) qui correspond a la
capacité de certaines cellules tumorales particulierement agressives a imiter le réseau développé
par les cellules endothéliales. Le mimétisme vasculaire représente donc un moyen
supplémentaire pour les cellules tumorales agressives de devenir vascularisées. La capacité des
cellules a former du VM est corrélée a des stades agressifs et un mauvais pronostic dans le
cancer du sein. Le VM peut expliquer une partie des résistances observées dans les traitements
anti-angiogéniques. Une meilleure compréhension du VM et la découverte de thérapies ciblées

afin d’inhiber ces réseaux sont intéressantes.

Les inhibiteurs de PARP représentent une nouvelle arme thérapeutique dans les
cancers du sein agressifs avec mutation BRCA1 et BRCA2. Récemment ces molécules ont
montré un bénéfice également sur les tumeurs mammaires triples négatives et HER2+
indépendamment du statut BRCA. Plusieurs études ont permis de mettre en évidence leurs
effets anti-angiogéniques. En revanche, leurs effets sur le mimétisme vasculaire restent peu

étudiés.

Ainsi ’objectif de mon travail de thése vise a évaluer I’impact des inhibiteurs de
PARP sur le mimétisme vasculaire dans le cancer du sein. Nous avons souhaité également

caractériser les voies de signalisations cellulaires impliquées dans les effets observés.

Nous avons dans un premier temps identifié les lignées tumorales mammaires capables
de former des réseaux de mimétisme vasculaire. Dans un deuxiéme temps testé trois
inhibiteurs de PARP (Olaparib, Talazoparib et Veliparib) sur ces lignées et étudié leurs effets
sur la capacité a former du VM. Dans un troisieme temps, nous avons déterminé les voies de

signalisation ainsi que les acteurs impliqués dans ces mécanismes.
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|. Résume de ’article

Les inhibiteurs de poly-(ADP-ribose)-polymérase (PARPi) sont une catégorie de
thérapies ciblées qui inhibent les protéines PARP, impliquées dans de nombreux processus
cellulaires. Les PARPi peuvent agir en tant que modulateur de 1’angiogenése, en 1’inhibant.
Cependant I’interaction entre les inhibiteurs de PARP et le mimétisme vasculaire (VM) dans le
cancer du sein restent a ce jour mal connus. Afin de déterminer si les PARPI peuvent réguler la
formation de réseaux vasculaires tumoraux, nous avons tester si les traitements Olaparib,
Talazoparib et Veliparib peuvent inhiber le VM des cellules tumorales mammaires. Ainsi nous
avons montré que les PARPi peuvent agir en tant qu’inhibiteur de la formation de réseaux de
VM dans les cellules tumorales mammaires de sous-type triple négatif, indépendamment du
statut BRCA. En étudiant les mécanismes impliqués dans cette inhibition, nous avons montré
que les inhibiteurs de PARP peuvent interagir et inhiber la voie de signalisation NF-kB, menant
a I’inhibition du VM. Nous avons de plus démontré que les PARPi diminuent I’expression de
la protéine angiogénique PTX3. La supplémentation de PTX3 annule les effets inhibiteurs sur
le VM des PARPi. En conclusion, nos résultats indiquent que les PARPI, en ciblant le
mimétisme vasculaire, peuvent apporter une nouvelle approche thérapeutique dans le cancer du

sein triple négatif.
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Abstract: Poly (ADP-ribose) polymerase inhibitors (PARPi) are targeted therapies that inhibit PARP
proteins which are involved in a variety of cell functions. PARPi may acts as modulator of angio-
genesis; however, the relationship between PARPi and vasculogenic mimicry (VM) in breast cancer
remains unclear. To determine whether PARPi regulate vascular channel formation, we assessed
whether treatment with Olaparib, Talazoparib and Veliparib inhibits vascular channel formation by
breast cancer cell lines. Her, we found that PARPis act as potent inhibitors of VM formation in triple
negative breast cancer cells independently of BRCA status. Mechanistically, we find that PARPi
inhibits NF-«B signaling leading to inhibition of VM. We further show that PARPi decrease expres-
sion of the angiogenic factor PTX3. Moreover, PTX3 abrogated PARPi-VM inhibition. In conclusion,
our results indicate that PARPi by targeting VM may provide a new therapeutic approach for triple
negative breast cancer.

Keywords: PARP inhibitor; vasculogenic mimicry, PTX3, NF-«B signaling

1. Introduction

Breast cancer is the most diagnosed cancer along women worldwide and is the lead-
ing cause of death cancer in women [1]. In breast cancer patients, assessment of the estro-
gen and progesterone receptors (ER, PR), along with the human epidermal growth factor
receptor 2 (HER2) has been critical for predicting response to hormonal and targeted ther-
apies. Approximately 15% of breast tumors are totally devoid of these three receptors har-
boring thus a triple-negative breast cancers (TNBC) phenotype [2]. In view of their specific
behavior compared to other subtypes, the treatment of TNBC remains challenging due to
the aggressiveness, increased risk of relapse, and limited target therapies [3]. Several data
support a central role for angiogenesis in breast cancer growth and metastasis. However,
the effect of anti-angiogenic monotherapy appears to be limited in breast cancer [4]. Fur-
thermore, an angiogenesis-independent pathway known as vasculogenic mimicry (VM)
has been reported in very aggressive tumors. VM was first reported in melanoma but is
now described in many invasive and metastatic cancers [5]. This phenomenon describes
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the formation of vascular-like network lined by tumor cells rather than endothelial cells
that express certain typical endothelial proteins [6]. Many TNBCs form vascular networks
and this process may play an important role in resistance to anti-angiogenic treatments
[7, 8].

PARPi are small inhibitors of the poly-(ADP)-ribose polymerase (PARP) family of
DNA repair enzymes [9, 10]. Several PARPi have been approved by the Food Drug Ad-
ministration (FDA) to treat different cancers. These drugs have shown great efficacy in the
treatment of BRCA1/2-mutated tumors such as ovarian and breast cancer [11, 12]. These
molecules have an anti-tumor activity by inhibiting PARP activity and act by operating
on the principle of synthetic lethality and leads to cytotoxicity in BRCA deficient cells [13].
However, there is strong evidence from preclinical and mechanistic studies with PARPi
that support the use of PARPI irrespective of BRCA1/2 status or HR-mediated repair in
triple negative breast cancer and seems highly promising for the HER2+ tumors which
become resistant to trastuzumab [14-16]. PARP proteins mediate many biological actions
in addition to DNA repair, they act as transcriptional regulators of inflammation, apopto-
sis, chromatin modification, hypoxic response, epithelial mesenchymal transition, autoph-
agy and cancer stem cell programing [17]. It was also observed that apart from PARP
inhibition, some of these molecules target a variety of kinases implicated in signal trans-
duction pathways in both healthy and malignant cells [18]. All these processes are in-
volved in tumor progression and highlight the relevance to use PARPi as a therapeutic
approach. The role of PARP-1 in promoting angiogenesis that fuels the growth of tumors
can also be target of PARPi, because PARP-1 depletion or PARPi reduce vessel formation
[19] and expression of markers of angiogenesis in melanoma [20] or endothelial cells [21].
Moreover, the anti-angiogenic properties of PARP inhibitors has been demonstrated both
in vitro and in vivo. PARP inhibition causes loss of ERK2 stimulation by decreasing the
activity of critical pro-angiogenic factors including vascular endothelial growth factor
(VEGF), transmembrane signaling protein syndecan-4 (SDC-4), platelet/endothelial cell
adhesion molecule (PECAM1/CD31), and hypoxia inducible factor (HIF) [19-24]. This ul-
timately results in reduced angiogenesis and inflammation. Interestingly, a recent study
showed that progression free survival was superior in ovarian cancer patients who re-
ceived a combination of the PARPi olaparib combined with the humanized monoclonal
antibody bevacizumab that inhibited VEGF compared to bevacizumab alone [25]..

In the present study we found that three different PARPis can inhibit the VM for-
mation in triple negative breast cancer cell lines. Mechanistically, we uncovered that
PARPi by targeting the NF-«B signaling pathway identify PTX3 as a new potential candi-
date involved in the VM formation.

2. Results

2.1. VM formation in triple negative breast cancer cells is independent of BRCA status
Numerous studies have highlighted the presence of a network of VM in the most
aggressive breast cancers. First, we screened a large panel of 15 established breast cancer
cell lines in order to identify those that form networks of matrix-rich tubular structures in
three-dimensional culture (Table 1). Although all basal cell lines do not form VM, micros-
copy experiments revealed that cell lines capable of forming VM form channels in a simi-
lar manner to endothelial HMEC-1 cells (Figure 1). Moreover, they are associated with the
basal-like breast cancer subtype and thus independently of the BRCA1/2 status (Figure 1).
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Cell line Classification ER | PR | HER2 | Tumor |BRCA Statut
T47D LumA + - IDC WT
BT474 Lum B + + IDC BRCA2
MCF-7 LumA + - IDC WT
ZR-75.1 LumA + | +- - IDC WT
SKBR3 HER2 - - + AC WT
MDA-MB-436 Basal A - - AC BRCA1
HCC38 Basal B (Claudin Low) | - - - DC WT
SUM1315 M02 Basal B - - - IDC BRCA1
BT549 Basal B (Claudin Low) | - - - DC BRCA1
SUM149 Basal B (Claudin Low) | - - - DC BRCA1
HCC1937 Basal A - - - DC BRCA1
BT20 Basal A - - - IDC WT
MDA-MB-231 Basal B - - - IDC WT
HS578T Basal B (Claudin Low) | - - - IDC WT
SUM159 Basal B (Claudin Low) | - - - AnC WT

Table 1. Characteristics of breast cancer cell lines used in this study. Lum A: Luminal A;
Lum B:Luminal B; IDC : Invasive Ductal Carcinoma; AC : Adenocarcinoma ; DC : Ductal
Carcinoma ; AnC : Anaplastic Carcinoma

BT474

MCF-7

ZR-75.1

SKBR3

MDA-MB-436

SUM1315 M02

SUM149

-kh{,. =3

HMEC-1 \ A;? |

Y

MDA-MB-231

HS578T

HCC1937

SUM159 |5+

Figure 1. Vascular mimicry ability on breast cancer cell lines’ subtypes. Phase contrast im-
ages show vascular channels formation. Images were captured 24h after plating on Mat-

rigel. Experiments were realized at least 3 times.
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98 2.2. PARP inhibition suppresses vasculogenic mimicry in breast cancer cells

99 Because PARP-1 is involved in angiogenesis, we next investigate the impact of PARP
100 inhibitor (PARPi) on the VM formation of three breast tumor cell lines and an endothelial
101 one. We focus here on three PARPis: olaparib (AZD2281), talazoparib (BMN 673) and
102 veliparib (ABT-888). Olaparib and talazoparib have been approved by FDA for treating
103 advanced ovarian, pancreatic and breast cancers, Veliparib does not yet have an approved
104 label; nevertheless, there are currently promising results available in preclinical and early
105 clinical settings. These three PARPis have been shown to target PARP1/2 activity [26-28].
106 Cells were treated for 72h with non-cytotoxic doses of PARPi determined by staining with
107 Annexin (Supplemental S1). PARPi treatments inhibited the formation of tubular network
108 in both breast tumor cell lines and endothelial cell line HMEC-1 (Figure 2). Olaparib seems
109 to have greater potency than talazoparib and veliparib, particularly in BT20 and HMEC-
110 1 cells.
111

A SUM159 MDA-MB-231

&

BT20 HMEC-1

CTL

Olaparib

Talazoparib |

Veliparib

- CTL  SUM159 MDA-MB-231
B 500 -+ Olaparib 500
» 4004 -¥- Talazoparib ” 400
2 + Veliparib 3
3
< 300 * % = 300
° *kk O
£ 200+ 3 200
E £
= 3
Z 100-] Z 100
0 o 5 10 15 2 25 o 5 10 15 20 2
Time (hrs) Time (hrs)
HMEC-1 BT20
400 600
3 o
:_g: 300 é 200
© 200 s
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3 100 £ 200
=
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112
113 Figure 2. Effect of PARPi on vascular mimicry. Time-lapse video microscopy experiments
114 were realized on HMEC-1 endothelial cells, and breast cancer MDA-MB-231, SUM159 and
115 BT20 cells treated for 72 h with Olaparib (20 uM), Talazoparib (10 nM) and Veliparib (20
116 uM) before being seeded on Matrigel. (A) Representative pictures taken at 24 hours. (B)

104



Int. ]. Mol. Sci. 2022, 23, x FOR PEER REVIEW 105 of 17

117 Quantification of length of tube formed. Experiments were realized at least 3 times and
118 data are expressed as mean + SEM., ** p<0,01, *** p<0,001.

119

120 2.3. PARPi treatment caused decreased expression of angiogenic proteins

121 In order to evaluate the PARPi effect on the level of angiogenic molecules, the cell
122 culture supernatants from SUM159 and HMEC-1 cells treated with vehicle or olaparib
123 (20uM) for 72 hours were tested on a human angiogenesis array containing 55 different
124 angiogenic proteins. Several angiogenic proteins were down regulated by olaparib on
125 membrane arrays (Figure 3A). Interestingly, as shown in Figure 3, there were differences
126 in both constitutive and olaparib treated angiogenic protein expression between HMEC-
127 1 and SUM159 cell lines. We found major differences in IL-8, PTX3 and VEGF expression
128 when SUM159 were treated with olaparib compared to HMEC-1. These results were con-
129 firmed by ELISA assays showing a significative lower concentration of PTX3 and VEGF
130 in SUM159 compared to HMEC-1 when treated separately with the three PARPis. How-
131 ever, ELISA assays did not confirm IL-8 decrease in SUM159 cells treated with olaparib.
132 As expected VEGF was weakly expressed in unstimulated HMEC-1.
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133
134 Figure 3. PARPi modifies secretion of angiogenesis-related protein PTX3 and VEGF. A)
135 Cells were treated for 72h with Olaparib at 20 uM and after overnight incubation without
136 SVF, serum-free conditioned medium was applied onto human angiogenic array mem-
137 branes. The boxes indicate major angiogenic regulated-molecules. (B) PTX3, VEGF and IL-
138 8 concentrations in supernatant of SUM159 and HMEC-1 were measured by ELISA after
139 72h of treatment by Olaparib (20 pM), Talazoparib (10 nM) and Veliparib (20 uM).
140
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141 2.4. NF«B inactivation is required for PARPi-VM inhibition

142 PARP1 is known to interact with the nuclear factor-kappa B (NF-kB) [29] which in-
143 duces the transcription of various genes including those related to the production of an-
144 giogenic molecules and cytokines [30, 31]. On this basis, we analyzed the mRNA levels of
145 NF«kB-target genes regulated by Olaparib treatment in SUM159 cells. A decreased expres-
146 sion was observed for the PTX3, VEGF and IL-8 genes when cells are treated for 72 h with
147 Olaparib. Interestingly, Thrombospondin-1 (THSB1) an important inhibitor of angiogen-
148 esis [32] was up-regulated in SUM159 cells treated with olaparib (Figure 4A).

149 We next aimed to analyze the influence of Olaparib on the basal level of total p65
150 protein and its phosphorylated form. The results of western blot analysis in SUM159 cel-
151 lular extracts indicated that constitutively expressed p65 levels correlated with protein
152 phosphorylation at serine 536. Conversely, when SUM159 cells were treated with 20uM
153 olaparib, we detected reduced of total p65 and phospho-p65 levels (Figure 4A). We then
154 investigated whether induced expression of IkBa might also contribute to olaparib-de-
155 crease of p65 expression levels. We showed a significant increase of IxBa and a slight de-
156 crease of the activator IKKa (Figure 4B). To check NF-«B activity, SUM159 cells were
157 transfected with a reporter vector, 3kB-Luc, containing three tandem NF-kB binding sites
158 upstream of the luciferase gene along with a B-galactosidase expression construct. Cells
159 were treated with TNF-a, a known activator of NF-kB, and exposed to BAY 11-7082, an
160 inhibitor of NF-kB or olaparib. Luciferase activity was determined [33]. The NF-«B activ-
161 ity was significantly increased upon treatment with TNF-«, and decreased when cells are
162 pretreated with BAY 11-7082 or olaparib (Figure 4C). No effect on the NF-kB activity was
163 observed when cells are incubated with BAY 11-7082 or olaparib alone.

164 We then investigated the influence of NF-kB signaling during VM by using BAY 11-
165 7082. When SUM159 cells were treated with the inhibitor, a reduced tube formation was
166 observed in a similar manner to that observed with olaparib (Figure 4D).
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168 Figure 4. VM is regulated by PARPi through NF-kB signaling. (A) RNA was isolated from
169 SUM159 cells and gene expression was analyzed by qRT-PCR. The results, after represent
170 the relative transcript levels and are expressed as mean + SEM from three independent
171 experiments. (B) Western blot analysis of NF-kB p65 and phospho-p65 protein, IKKa and
172 IxBa in SUM159 cellular extracts treated or not with 20 pM Olaparib for 90 min. Ratio of
173 phospho-p65/p65 are showed as histograms after quantification and normalization with
174 [B-actin. (C). SUM159 cells were transfected with plasmids encoding a NF-«B luciferase
175 reporter gene and a plasmid encoding 3-galactosidase. Cells were pre-treated 5h with NE-
176 kB inhibitor BAY-11-7082 (2,5 pM) or with Olaparib (20 pM) and were then treated over-
177 night with TNF-a (10 ng/ml). Data are average of three biological replicates, each per-
178 formed in triplicate. Fold induction compared to the control condition. (*p<0.05,
179 *p <0.01, **p <0.001). D. Effect of NF-«B inhibitor BAY-11-7082 on tube formation assay
180 after 24h of treatment with Bay at 2,5 pM or 20 uM Olaparib. Representative pictures were
181 taken at 24 hours and tubes formations quantified. Experiments were realized at least 3
182 times and data are expressed as mean + SEM. * p<0,05, *** p<0,001.
183
184 2.5. A NF-xB-PTX3 axis is required for VM inhibition by PARPi
185 We next wished to validate NF-«B target genes that could be candidates involved in
186 PARPi VM inhibition. Interestingly, reduced NF-kB activity with BAY 11-7082 in SUM159
187 cells reduced the level of PTX3 expression (Figure 5A). To further assess the role of PTX3
188 in this process, we treated SUM159 cells at the same time with recombinant human PTX3
189 and olaparib before being plated on Matrigel. We found that PTX3 treatment was able to
190 significantly reduce the effect of olaparib on the VM formation as compared to olaparib
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191 treatment (Figure 5B). This section may be divided by subheadings. It should provide a
192 concise and precise description of the experimental results, their interpretation, as well as
193 the experimental conclusions that can be drawn.
194
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195
Figure 5. PTX3 reverse PARPi effect on VM formation. . A. Western blot analysis of
PTX3 in SUM159 cells after 24h of treatment with BAY-11-7082 (2,5 uM). B. Cells were
treated 72h with Olaparib (20 uM) and a human recombinant PTX3 was added for 24h
(1pg/ml). Representative pictures are taken at 24 hours and tubes formation were
quantified. Experiments were realized at least 3 times and data are expressed as mean
+ SEM. ** p<0,001.
196 3. Discussion
197 PARP inhibitors (PARPi) represent an important group of therapeutic molecules par-
198 ticularly used in BRCA mutated or HR deficient breast tumors. However, recent data
199 showed that certain PARPi in pre-clinical studies could inhibit proliferation and promote
200 the death of triple negative breast cancer cells without BRCA mutations [16, 34, 35]. An-
201 giogenesis is crucial for tumor growth and some studies have shown that PARPi present
202 anti-angiogenic activity and may affect endothelial cell function. However, the mecha-
203 nism underlying the effects of PARPi on vascular plasticity remains relatively unknown.
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204 In the present study, we provide evidence that PARPi could impair VM formation to in-
205 hibit tumor progression via its action to inhibit NF-kB activity which subsequently leads
206 to a decrease of PTX3.

207 We have demonstrated that three different PARPi known to target PARP1/2 activity,
208 olaparib, talazoparib and veliparib, impair VM formation of triple negative breast cancer
209 cells independently of BRCA1/2 status. Furthermore, our data showed that the status of
210 BRCA is not a predictive biomarker of VM formation in TNBC since some BRCA-mutant
211 HCC1937 or BT549 cell lines could form network and others such as MDA-MB-436 and
212 SUM1315MO2 do not.

213 Here, we observe that PARPi reduces expression of angiogenic factors in endothelial
214 and tumor cells and most of these factors are regulated by NF-kB. Our results suggest that
215 PARPi could inhibit NF-kB activity in breast cancer cells. Actually, the effect of PARPi on
216 NF-kB expression and activity is controversial and seems to be dependent on cell type.
217 While PARP-1 invalidation or olaparib treatment inhibit expression and phosphorylation
218 of NF-kB in small-cell lung cancer, olaparib treatment activates NF-kB in acute myeloid
219 leukemia blasts [36, 37]. Moreover, susceptibility of HER2+ breast cancer to PARPi has
220 been observed and the molecular mechanisms are attributed to the inhibition of NF-kB
221 signaling [38]. Additionally, NF-«B is frequently activated in TNBC and inhibition of NF-
222 kB activity suppresses growth of TNBC cells [39, 40]. The transcription factor NF-kB has
223 been connected with multiple aspects of angiogenesis but its role has not been investi-
224 gated in vasculogenic mimicry. In the present study, we provide evidence that pharma-
225 cological inhibition of NF-kB factor with BAY 11-7082 could impair VM formation.

226 Pentraxin-3 (PTX3) is a member of the pentraxin family, which includes CRP, in-
227 volved in innate immune response, complement activation and inflammation [39]. PTX3
228 in cancer can act as an oncosuppressor or a protumorigenic factor [40]. PTX3 has been
229 suggested to play a significant role in cancer-related inflammation and was shown to be
230 increased in lung, prostate, ovarian, liver and pancreatic carcinoma [41-45]. In breast can-
231 cer, PTX3 expression is correlated with poorly differentiated aggressive triple negative
232 breast cancer [46, 47]. Interestingly, PTX3 was found to induce an NF-kB signaling path-
233 way in invasive melanoma [48]. Moreover, NF-kB activation is involved in PTX3 expres-
234 sion [49, 50]. Our results reveal that PTX3 could suppresses the VM-inhibition induced by
235 olaparib suggesting that PTX3 could act to induce NF-«B signaling and thus inhibiting the
236 effect of olaparib.

237 Angiogenesis is crucial for tumor growth and studies have demonstrated that PTX3
238 could be an inducer or an inhibitor of angiogenesis. Enhanced expression of PTX3 corre-
239 lates with IL8-VEGF signaling axis and increase invasion in glioblastoma cells [51]
240 whereas serum PTX3, IL-8 and VEGF levels decreased in gastric carcinoma [52]. In addi-
241 tion, high PTX3 levels have been observed in tumor endothelial cells [53]. This is con-
242 sistent with our results showing a decrease of PTX3, IL-8 and VEGF in SUM159 cells
243 treated with olaparib.

244 Several studies showed a PARP-1 dependent activation of NF-«B, a major factor dur-
245 ing inflammation. Proteins involved in DNA repair can serve to promote NF-«kB transcrip-
246 tion of pro-inflammatory genes. Similar to inhibition of PARP1, inhibition of BER glyco-
247 sylase OGG1 inhibited NF-kB activity [54, 55] suggesting that targeting proteins involved
248 in pro-inflammatory signaling could be effective to inhibit VM. Although NF-«B signal-
249 ing mediates immune response for eliminating tumor cells, inflammation pathway can
250 lead to a malignant phenotype, facilitating escape from immune surveillance [56]. Fur-
251 thermore, PARP inhibitors can also enhance anticancer activity of PD-1/PD-L1 or CTLA-
252 4 inhibition demonstrating that the immunogenic effects of PARP can also be exploited
253 for cancer therapy [57, 58]. Moreover, we have recently shown that inhibiting
254 Hippo/YAP/TAZ signaling could inhibit VM formation [59].

255 A crosstalk between Hippo-YAP and NF-kB signaling has been demonstrated [60].
256 In many case Hippo-YAP signaling was activated by NF-«B signaling and inflammatory
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257 responses. As YAP/TAZ inhibitors are currently under development, a combination of
258 these inhibitors with PARPI could be a novel approach to inhibit VM formation.

259 In conclusion, we identified a novel molecular mechanism requiring NF-«B inhibi-
260 tion that may contribute to prevent the formation of VM by PARP inhibitor. Our study
261 provides a rationale for targeting PTX3-mediated NF-kB by PARPi as part of a novel ther-
262 apeutic approach for triple negative breast cancer.

263 4. Materials and Methods

264 4.1. Cell lines and drug treatment

265 Human breast cancer cells were purchased from the ATCC (American Type Culture
266 Collections, VA, USA). MCF-7, ZR-75.1, HCC38, BT-20, MDA-MB-231 and HS578T were
267 cultured in DMEM (Dulbecco modified Eagle’s medium) supplemented with 10% FBS
268 (fetal bovine serum) and 1% penicillin-streptomycin. T47D, BT474, SKBR-3, MDA-MB-
269 436, BT549 and HCC1937 were cultured in RPMI 1640 supplemented with 10% FBS and
270 1% penicillin-streptomycin. SUM1315MO2 were cultured in Ham’s F12 medium, supple-
271 mented with 5% heat-inactivated FBS, 1% penicillin-streptomycin, 10 mM HEPES, 5 pug/ml
272 insulin and 10 ng/ml human recombinant EGF. SUM149 and SUM159 were maintained in
273 Ham’s F12 medium, with 5% heat-inactivated FBS, 1% penicillin-streptomycin, 10 mM
274 HEPES, 5 pg/ml insulin and 2 pg/ml hydrocortisone. Human dermal microvascular en-
275 dothelial cells HMEC-1 were cultured in MCDB 131 medium supplemented with 10%
276 FBS, L-Glutamine 1%, 10 ng/ml human recombinant EGF, and 1 pg/ml hydrocortisone.
277 Olaparib (AZD2281), Veliparib (ABT-888), Talazoparib (BMN 673) and BAY11-7082
278 were purchased from Euromedex and reconstituted as described by the producer. Cells
279 were treated with Olaparib at 20uM, Veliparib at 10nM and Talazoparib at 20uM. BAY11-
280 7082 was used at a concentration of 2.5uM.

281

282 4.2. Tube formation assay

283 Tube Formation Assays were performed according to manufacturer’s instructions. p-
284 Slide Angiogenesis (Ibidi 81506, Biovalley, Illkirch-Graffenstaden, France) were used and
285 pre-coated with 10 puL of Matrigel® Growth Factor Reduced, Phenol Red-Free (#356231,
286 Corning, New York, NY, USA) and were allowed to polymerize at 37 °C for at least 30
287 min. Cells (2 to 3 x 10”5 cells/mL) were seeded into each well in triplicate and maintained
288 in appropriate medium supplemented with 2% (v/v) FBS. A time-lapse video was rec-
289 orded for 24 h to follow the formation of the tubules, using an IX83 inverted microscope
290 (Olympus, Tokyo, Japan) with a motorized stage and an equipped 37°C 5% CO2 thermo-
291 stat chamber (Pecon cell vivo). The images were analyzed using Image] software and the
292 plugin Angiogenesis Analyzer [61].

293

294 4.3. Real-time RT-PCR

295 Total RNA was extracted from all cell lines using the RNeasy® Plus Micro Kit (Qi-
296 agen). RNA quantity and purity were determined by using a Spectrophotometer DS-11
297 (Denovix, Wilmington, DE, USA). One microgram of total RNA from each sample was
298 reverse transcribed, and real-time RT-PCR measurements were performed as described
299 previously [62] using an apparatus Aria MX (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
300 with the corresponding SYBR® Green kit, according to the PROMEGA manufacturer’s
301 recommendations. Data were analyzed using the comparative threshold cycle 2-AACt
302 method; the expression of 36B4 (RPL0) and [3-actin were used to normalize data. The ex-
303 pression of the genes was expressed as the fold change in the samples compared to the
304 control condition. All values are averages of at least three independent experiments done
305 in duplicate. Gene specific primers were purchased from Sigma Aldrich-Merck and are
306 listed as follows.

307

308
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Target Forward (5" = 3) Reverse (5" > 3')
B-Actin GGACTTCG AGCAAGAGATGG | AGCACTGTGTTGGCGTACAG
36B4 TCGACAATGGCAGCATCTAC GCCTTGACCTTTTCAGCAAG
PTX3 CGTCTCTCCAGCAATGCAT AAGAGCTTGTCCCATTCCGA
VEGF ATGACCCAGTTTGGGAACA TCCTGAATCTTCCAGGCAGT
uPA TGCCCTGAAGTCGTTAGTGT ATCTCCTGTGCQTGGGTGQQ
PAIl CTCTCTCTGCCCTCACCAAC GTGGAGAGGCTCTTGGTCTG
IL-8 TAGCAAAATTGAGGCCAAGG | AAACAAGGCACAGTGGAAC
TIMP-1 CTTCTGCAATTCCGACCTCGT | ACGCTGGTATAAGGTGGTCTG
THSB1 TTGTCTTTGGAACCACACCA | CTGGACAGCTCATCACAGGA
309
310 4.4. Western blot
311 Cell extracts were obtained after lysis with RIPA buffer (0.5% sodium deoxycholate,
312 50 mM Tris-HCL; pH 8, 150 mM NacCl, 1% NP40, 0.1% SDS) supplemented with protease
313 and a phosphatase inhibitor cocktail (Roche, Basel, Switzerland) and equal amounts of
314 protein were loaded onto SDS-PAGE gels. After transfer onto nitrocellulose membrane,
315 blots were incubated overnight at 4 °C with the appropriate antibody, followed by incu-
316 bation with a horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody (1/2000, Cell Signal-
317 ing, Danvers, MA, USA). Bands were visualized using the Clarity™ Western ECL sub-
318 strate on Chemidoc systems (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Immunoblot analyses were
319 performed by using antibodies directed against P65 (8242T), P-P65 (3033S), IKKa (11930S),
320 IxBa (4814T), actin-HRP (5125S) (Cell Signaling). PTX3 antibody (SC-373951) was pur-
321 chased from Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany. Protein expression was
322 quantified by densitometry analysis of the immunoblots using Image Lab software devel-
323 oped by Bio-Rad.
324
325 4.5. ELISA
326 Cells lines were plated in P60 at a density of 380 000 cells/well in standard growth
327 conditions for 72h and treated with Olaparib (20uM), Veliparib (10nM) and Talazoparib
328 (20uM). Medium were then aspirated and replaced with serum-free medium for a 16
329 hours’ incubation. Supernatants were collected, particulates were removed by centrifuga-
330 tion and protein concentration was measured using BCA assay (Thermo Scientific, Wal-
331 tham, Massachusetts). Secreted VEGF and PTX3 in cell culture supernatants were meas-
332 ured by the Human VEGF and Human Pentraxin 3/TGS-14 Quantikine ELISA kit (R&D
333 Systems).
334 4.6. Luciferase assay
335 For luciferase reporter gene assays, cells were seeded in 12-well plates and trans-
336 fected with NF-kB-luciferase and [3-Galactosidase reporter.plasmids using the Fugene HD
337 reagent (Promega, Madisson, WI, USA). Twenty-four hours later, cells were lysed and
338 luciferase and [3-galactosidase activities were measured using a luciferase assay (Promega,
339 Madisson, WI, USA) and the Galacto Star system (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
340 USA) as described before [33]. Relative NF-xB promoter activity was calculated following
341 normalization against -galactosidase activity.
342
343 4.7. Human angiogenesis proteome array
344 Cells lines were plated in P100 at a density of 1.5x10”6 cells/well in standard growth
345 conditions and treated 72h with Olaparib (20uM), Veliparib (10nM) and Talazoparib
346 (20puM). Media were then replaced with serum-free media for 16 hours. Serum-free con-
347 ditioned media were applied after quantification with BCA assay (ThermoScientific) to
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angiogenesis array membrane (Proteome Profiler Human Angiogenesis Array Kit; R&D
System, Minneapolis, MN, USA), in accordance with the manufacturer’s instructions, to
detect relative levels of 55 angiogenic molecules. Quantification of secretome-containing
proteins was performed via standard densitometry using Chemidoc systems (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA), and the analysis was made using Image Lab software developed by
Bio-Rad.

4.8. Flow cytometry and cell viability

The toxicity of Olaparib (20uM), Veliparib (10nM) and Talazoparib (20uM) was ana-
lyzed after 24h, 48h and 72h of treatments. Etoposide was used as a positive control
(200pM for 24h). Annexin-V-PE (0.1 pg/ml; BD Biosciences) was used for the assessment
of phosphatidylserine exposure and therefore to detect apoptotic cells, 7AAD for cell via-
bility analysis. Assessments were performed in a Cytoflex (Beckman), and data were an-
alyzed using Kaluza software.

4.9. Statistical analysis

Each experiment was repeated at least three times independently. All statistical anal-
yses were performed with Prism software v.6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA). Averaged data were reported as means + SEM. For comparisons between two
groups, an ANOVA test was used, and a multiple t-test was used to compare columns.
Statistical significance was accepted for p < 0.05. Symbols: * p < 0.05; ** p < 0.01; ** p <
0.001.

5. Conclusions

In summary, our study shows that PARP inhibitors inhibit vasculogenic mimicry in
breast cancer. We showed that PARPi inhibited tube formation by modulating the NF-«xB
signaling pathway resulting in a downregulation of PTX3. NF-kB signaling and PTX3 ,
provide biomarkers for a precision medicine approach to breast cancer and may represent
potential druggable targets for the future in combination with PARPj.
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Figure S1. Effect of PARP inhibitors on SUM159, MDA-MB-231, BT20 and HMEC-1. A. Cells
were treated for 72h with Olaparib, Talazoparib and Veliparib. They were stained with a combination
of annexin V and 7-AAD and analyzed by flow cytometry. Cells positive for annexin V staining were
counted as apoptotic cells. B. The bar graph showed quantification of apoptosis, comparing the number
of cells which are Annexin V (+)/7-AAD (-) or Annexine V (+)/7-AAD (+).
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RESULTATS COMPLEMENTAIRES

I. Objectifs

Avec la mise en place de I’angiogenése et du mimétisme vasculaire, les cellules
tumorales développent des stratégies pour proliférer rapidement et métastaser. Le systeme
immunitaire interagit avec les tumeurs tout au long de ce processus [380]. Les cellules
cancéreuses mettent en place des mécanismes d’échappement au systéme immunitaire grace
entre autres a I’expression du ligand PD-L1 (programmed cell death ligand 1). C’est un ligand
qui, quand lié a son récepteur PD-1, limite les fonctions cytotoxiques des lymphocytes T
effecteurs [381]. Les inhibiteurs des checkpoints immunitaires sont les seules immunothérapies
approuvees actuellement dans le cancer du sein, et I’expression tumorale de PD-L1 ainsi que le
statut des microsatellites sont les biomarqueurs principaux de ces traitements [382]. Des anti-
PD-1/PD-L1 sont approuvés en monothérapie et en combinaison avec d’autres thérapies
comme des chimiothérapies, avec des résultats encourageant dans le traitement des cancers du

sein métastatique [383].

Il a été suggéré que PD-L1 pouvait avoir un lien avec I’angiogenése. Une étude de 2017
a mis en avant I’existence d’une corrélation entre I’expression de VEGF et PD-L1 dans le
gliome [384]. Le VEGF est connu pour avoir un effet suppresseur de I’immunité dans le
microenvironnement tumoral, et altérer 1’efficacité des immunothérapies ce qui a entrainé le
développement de thérapies combinant anti-VEGF et anti-PD-L1 [385]. De plus, PD-L1
semblerait avoir un roéle direct avec 1’angiogenese dans le cancer de I’ovaire. Une étude a
montré que PD-L1 était capable d’induire I’angiogenése et de promouvoir la migration in vitro
et in vivo des cellules tumorales ovariennes. Cela serait dd a une interaction directe entre PD-
L1 et VEGFR2, qui induit I’activation de la voie FAK/AKT, induisant I’angiogen¢se [386].

En se basant sur ces données, nous avons voulu déterminer dans un premier temps s’il
existait un lien entre 1’expression de PD-L1 et la capacité des cellules a former du mimétisme

vasculaire.

Dans un second temps, étant donné les résultats prometteurs de plusieurs essais cliniques
combinant les inhibiteurs de PARP avec des immunothérapies anti-PD-L1, nous nous sommes

intéressés a I’'impact des PARPi sur PD-L1 et ses consequences sur le mimétisme vasculaire.
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I1.Résultats

1.1 Analyse de I’expression de PD-L1 sur un large panel de lignees
cellulaires tumorales mammaires

L’expression de PD-L1 a été mesurée par cytométrie en flux dans plusieurs lignées

cellulaires tumorales mammaires et dans la lignée endothéliale HMEC-1 (Figure 29).

PD-L1

40

Figure 29: Expression de PD-L1 dans un panel de lignées tumorales mammaires et dans la lignée
endothéliale HMEC-1. Les cellules ont été marquées avec un anticorps anti-CD274 (PD-L1) APC et
[’expression de PD-L1 a été mesurée par cytométrie de flux. Les lignées sont classées par expression,
mesurée en moyenne d’intensité de fluorescence (MFI) En rouge sont indiquées les lignées de sous-type

basale, en vert les sous-types luminales et HER2.

Ainsi, la Figure 29 montre des différences considérables d’expression de PD-L1 a la
surface des cellules entres les différentes lignées. Les lignées luminales (T74D, BT474, MCF-
7, ZR-75.1) présentent une expression faible de PD-L1. A I’inverse, les lignées plus agressives
(comme les BT20, SUM159 et les MDA-MB-231) présentent une forte expression de PD-L1.

A noter ici que la lignée endothéliale HMEC-1 exprime fortement cette protéine. Ces résultats
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sont en accord avec d’autres études réalisées sur un nombre plus restreint de lignées cellulaires

[387].

11.2.Corrélation entre I’expression de PD-L1 et le VM

L’expression de PD-L1 a été mis en relation avec la capacité de ces lignées a former du
mimétisme vasculaire (Figure 30). Pour chaque lignée, I’expression de PD-L1 et le nombre de

tubes formés sur matrigel ont été quantifiés.

Correlation PD-L1 et VM
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Figure 30: Corrélation entre PD-L1 et le VM. En abscisse, le nombre de réseaux formés par les lignées

déposées sur du matrigel. En ordonnée, I'expression de PD-L1 en MFI en cytométrie de flux.

Il existe donc une corrélation entre I’expression de PD-L1 et la capacité a faire du

mimétisme vasculaire dans les lignées cellulaires testées.
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1.3. Effets des inhibiteurs de PARP et de NF-&B sur I’expression de
PD-L1

Nous avons décidé d’analyser les effets des PARPi sur trois lignées cellulaires qui
montraient la plus forte corrélation entre I’expression de PD-L1 et VM. L’expression de PD-
L1 dans les lignées SUM159, MDA-MB-231 et BT20 a été caractérisée par cytométrie en flux
apres 48h et 72h de traitement avec 1’Olaparib, Talazoparib et Veliparib (Figure 31).
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Figure 31: Effets des inhibiteurs de PARP1 sur PD-L1. Les cellules ont été traitées durant 48 et 72h
avec I’Olaparib (20 uM), le Talazoparib (10 nM) et le Veliparib (20 uM). Elles ont ensuite été marquées
avec un anticorps anti-CD274 (PD-L1) APC et I'expression de PD-L1 a été mesurée par cytométrie en
flux. Le pourcentage fait référence a l’augmentation par rapport au contréle de la moyenne d’intensité

de fluorescence (MFI).

Nous observons que 1’Olaparib induit une augmentation de PD-L1 dépendante du temps

de traitement dans les trois lignées cellulaires testées. Talazoparib induit lui aussi une

123



augmentation de 1’expression de PD-L1, mais moins importante comparée au traitement
Olaparib. Par contre, nous observons un effet du Veliparib uniquement sur la lignée BT20.
L’ensemble de ces résultats suggerent que les PARP1 induisent une augmentation d’expression

de PD-L1 mais de maniere temps, lignée cellulaire et drogue dépendants.

Dans I’article présenté dans ce manuscrit, nous avons montré 1’impact des inhibiteurs
de PARP sur la voie de signalisation NF-xB en lien avec le mimétisme vasculaire. Afin de
comprendre par quels mécanismes les inhibiteurs de PARP induisent I’augmentation de PD-
L1, des expériences préliminaires ont été réalisées afin de déterminer si la signalisation NF-xB
pouvait induire cette augmentation (Figure 32). Les cellules SUM159 ont donc été traitées en
présence de I’inhibiteur de NF-kxB BAY11-7082 et I’expression protéique de PD-L1 a été

analysée.

SUM159

Figure 32: Effets de BAY11-7082 sur PD-L1. Les SUM159 ont été traitées durant 244 avec I'inhibiteur
de NF-xB BAY-11-7082 a 2.5 uM. Les résultats de l’expression de la protéine PD-L1 ont été analysés

en western blot, normalisé avec [’actine. Les ratios d’induction sont calculés par rapport au controle.

Nos résultats montrent une augmentation protéique de PD-L1 en présence de BAY11-
7082. Une des explications possibles a 1’augmentation de PD-L1 par les PARPI pourrait donc
étre ’inhibition de NF-kB. D’autres études ont montré qu’une induction de PD-L1 par les
PARPi nécessitait I’ inactivation de la signalisation GSK3[ [362]. Aussi, une hypothese avancée
dans I’explication de cette augmentation résiderait dans 1’activation du GMP-AMP synthase
cyclique (cGAS) 1ié aux dommages a I’ADN induits par les PARPi. cGAS une fois activé peut
catalyser la génération de dinucléotide cyclique et promouvoir la voie de signalisation STING,

qui permettrait in fine ’augmentation de PD-L1 [388].
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1.4 Impact de PD-L1 sur le mimétisme vasculaire

Afin de déterminer le réle de PD-L1 dans le VM, nous avons invalidé son expression
par des siARN dans la lignée cellulaire SUM159. Nous observons sur la figure 33 une
diminution de I’expression de PD-L1 en présence du siARN dirigé contre PD-L1 comparé a un

siARN non spécifique.

SUM159
cTL S”L) 1D ) siNe'g

PD-L1

Actine o e e

Figure 33: Inhibition de PD-L1 par transfection avec un siARN. Les SUM159 ont été transfectées
avec un siARN ciblant PD-L1 et un siARN controle négatif nommé ici siNeg. Les résultats ont été

analysés par Western Blot en normalisant avec [’actine.

Les effets fonctionnels de la perte de PD-L1 ont ensuite été étudiés par des expériences
de formation de tubes sur matrigel (Figure 34). La transfection par le siARN contréle induit
une légeére réduction du nombre de tubes formés par les cellules SUM159. Cette diminution

reste cependant négligeable.
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Figure 34: Effets de linvalidation de PD-L1 sur le VM. Les cellules SUM159 ont été transfectées avec
des siARN ciblant PD-L1 et un siNeg ne ciblant aucun élément utilisé en contrdle négatif. 24h aprés la
transfection les cellules ont été déposées sur du matrigel et une expérience de formation de tube est
réalisée. Les résultats sont analysés par vidéomicroscopie et représentent ici le nombre de tubes formés
en fonction du temps en heures sur 24h. Une image prise a 20h, représentative de chaque condition, est

affichée.

En revanche, le siPD-L1 induit une diminution significative et drastique du nombre de
tubes formés et comptabilisés. Une fois PD-L1 diminué, les cellules ne sont plus en capacité de
former des réseaux nombreux de mimétisme vasculaire. Cette expérience révele une interaction
entre I’expression de PD-L1 et le VM, ainsi que la nécessiteé de PD-L1 dans la capacité a former

des réseaux de mimétisme vasculaire.

126



I1l. Conclusion

Ces résultats ont permis de confirmer que I’inhibition de PARP aboutit a une
augmentation de I’expression de PD-L1. Nous avons pu également mettre en évidence que PD-
L1 est régulé directement ou indirectement par la voie de signalisation NF-kB, menant a
I’hypothése que les PARPi réguleraient PD-L1 en partie a travers la voie NF-xB. Il serait
intéressant d’étudier plus en détail la régulation de PD-L1 par cette voie de signalisation afin
de voir si cette hypothese se confirme. Une meilleure compréhension des mécanismes
influengant I’expression de PD-L1 dans le cadre des thérapies PARPI est essentielle afin d’avoir
une vision globale de ses régulations et de développer les combinaisons thérapeutiques les plus

efficaces.

De plus, nous avons montré dans ce travail le réle de PD-L1 dans la capacité de la lignée
cellulaire SUM159 a former des réseaux de mimétisme vasculaire. Une corrélation a pu étre
observée entre le nombre de réseaux formés et la forte expression de PD-L1. En outre,
I’inhibition transitoire de PD-L1 empéche la formation de réseaux de VM. C’est une
information trés intéressante qui permet d’¢largir le champ d’action connu de PD-L1. La
littérature montre déja son lien avec 1’angiogenése, il semblerait également avoir un lien avec
le mimétisme vasculaire et pourrait le réguler. Comprendre par la suite les mécanismes
impliqués dans cette régulation serait bénéfique tant dans la compréhension de PD-L1 que dans
la compréhension du mimétisme vasculaire, qui sont rappelons-le deux facteurs d’agressivité

dans le cancer du sein.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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L’angiogenése, comme déecrit dans la deuxiéme partie de 1’introduction, est un processus
clé dans la progression tumorale et la dissémination métastatique. Depuis sa découverte, des
thérapies anti-angiogéniques ont été développées avec plus ou moins de succés du fait de
I’hétérogénéité des tumeurs et des résistances aux traitements. Un mécanisme plus récent a été
décrit, nommeé le mimétisme vasculaire (VM), qui comme son nom I’indique désigne la
capacité de certaines cellules tumorales agressives a former d’elles-mémes des réseaux mimant
les réseaux vasculaires. Cette capacité est un facteur d’agressivité, et peut expliquer des

mécanismes de résistance aux traitements anti-angiogeniques.

Dans I’éventail des thérapies disponibles et utilisées dans le cancer du sein en clinique
s’ajoutent depuis quelques années les inhibiteurs de PARP. Ils ouvrent de nouvelles
perspectives thérapeutiques dans le cancer du sein, qui reste a ce jour la premiere cause de
mortalité par cancer chez la femme. Leur toxicité a été constatée dans le cadre de cancers avec
mutations BRCA1 et 2, ou avec mutations de genes impliqués dans la recombinaison
homologue. Des études récentes ont montrées qu’ils pouvaient avoir un effet anti-angiogénique
et altérer la fonction des cellules endothéliales. En revanche, leurs effets sur le mimétisme

vasculaire dans le cancer du sein restent a ce jour peu étudiés.

Dans le cadre de cette thése, nous avons montré I’effet inhibiteur de plusieurs inhibiteurs
de PARP sur le VM dans plusieurs lignées cellulaires tumorales mammaires. Nous avons
également pu étudier de maniere plus approfondie les mécanismes impliqués, et mis en avant
le r6le de la voie de signalisation NF-kB, menant a une diminution de la protéine PTX3. Nous
avons utilisé des modeles in vitro qui nous ont permis d’obtenir des conclusions, qui doivent
cependant étre discutées a la lumiére de la littérature en tenant compte des limites des modéles

utilisés.

Les résultats présentés dans cette these ont été réalisés sur des lignées cellulaires
tumorales mammaires. Le cancer du sein présente une grande hétérogénéité et, comme vu
précédemment lors de la présentation des classifications, de nombreux sous-groupes existent.
Ces sous-groupes évoluent et réagissent aux thérapies de maniere différente. Afin d’étre le plus
représentatif dans cette étude, nous avons testé la capacité a faire du mimétisme vasculaire de
17 lignées cellulaires tumorales appartenant a différents sous-types moléeculaires. Plusieurs
études ont montré le lien existant dans les tumeurs mammaires entre les sous-types agressifs et
les marqueurs du VM [389]. Nous retrouvons donc des résultats cohérents, puisque les 6 lignées

que nous avons identifiées comme capables de former des réseaux de VM sont de sous-type
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basal. Cependant, nos résultats montrent que toutes les lignées basales ne sont pas capables de
former des réseaux de VM. La simple classification moléculaire ne permet pas de prédire si une
lignée a cette capacité, suggérant que d’autres facteurs rentrent en jeu. Les mécanismes de
régulation du VM, tels que I’expression de VE-cadhérine et le pourcentage de CSC qui sont
differents parmi ces lignées, peuvent expliquer les différences de capacité a faire du mimétisme
vasculaire. De plus, nous avons également montré que le statut BRCA n’est pas lié a la capacité
a faire du VM. En effet, des lignées BRCA mutées BT549 et HCC1937 sont capables de former
des réseaux, alors que les SUM1315 et SUM149 (BRCA muté également) n’ont pas cette

capacité.

Pour la suite des expériences, nous avons sélectionné un panel de 4 lignées ; une lignée
endothéliale HMEC-1, deux lignées basales B : SUM159 et MDA-MB-231 et une lignée
basale A : BT20. Comme dans toute étude in vitro de culture cellulaire en 2D, une part
importante de I’information peut étre omise. Le microenvironnement tumoral, trés important
dans de nombreux mécanismes tumoraux, n’est pas présent. Les résultats obtenus avec ce
modele cellulaire ne reflétent donc pas nécessairement toute la diversité des mécanismes

existants.

Pour étudier ’inhibition de PARP, nous nous sommes intéressés a trois inhibiteurs.
Nous avons testé deux inhibiteurs ayant une autorisation de mise sur le marché, 1’Olaparib et
le Talazoparib, et nous avons également testé le Veliparib sur lequel des essais cliniques sont
actuellement en cours. Ces inhibiteurs ne possedent pas tous exactement les mémes
mécanismes d’inhibition de PARP. Pour rappel, les mécanismes ne reposent pas seulement
sur I’inhibition catalytique de PARP. Il a ét¢ montré que les cellules exprimant PARP1 sont
plus sensibles aux inhibiteurs de PARP combinés avec un agent alkylant que les cellules
PARP1-/-, indiquant que I’inhibition par les inhibiteurs de PARP possédent une activité autre
qu’un simple effet de déplétion de PARP [342], [390]. C’est sur cette base que I’hypothése du
trapping a été développée puis validée. Des études ont montre que le Talazoparib avait un grand
potentiel de trapping. L’Olaparib posséde également cette capacité, mais de maniere plus

réduite. En revanche le Veliparib differe sur ce point, il ne fait que trés peu de trapping.

Nos travaux ont montré I’inhibition du réseau vasculaire par ces trois inhibiteurs de
PARP dans les MDA-MB-231, les BT20, les SUM159 et la lignée endothéliale HMEC-1.
SiI’on regarde plus précisement ces effets, les inhibiteurs peuvent étre classés en termes

d’efficacité du plus efficace au moins efficace de la maniére suivante : Olaparib, Veliparib et
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Talazoparib. Les différences d’efficacité entre ces trois molécules ne peuvent donc étre dues
au mécanisme de trapping. En s’intéressant a la spécificité de ciblage par les différents PARPI,
des études ont montre que le Talazoparib présente un meilleur ciblage de PARP1 que I’Olaparib
et le Veliparib. Concernant I’inhibition de PARP2, le Veliparib est celui qui 1’inhibe le plus
spécifiqguement [391]. Ainsi, cela ne semble pas influencer la réponse aux traitements
concernant le mimétisme vasculaire. D’autres mécanismes d’action ou de régulation pourraient
expliquer ces différences mais cela ne semble pas étre une différence ni de trapping ni

d’inhibition catalytique.

Les lignées utilisées ici ne présentent pas de mutations BRCA1 ou BRCA2. Les
MDA-MB-231 et les BT20, dans une étude s’intéressant au statut BRCAness, ne sont pas
considérés comme ayant des mutations BRCA-like [392]. A ce jour, il existe peu d’études qui
se sont intéressees aux mutations de la recombinaison homologue dans les SUM159. I
semblerait qu’il n’y ait pas de mutations connues BRCA-like. Par conséquent, les effets

observés semblent indépendants du statut mutationnel BRCA.

A la suite de ces résultats, la sécrétion de protéines angiogéniques par les lignées
SUM159 et HMEC a été étudiée. Les résultats de /’angiogenesis proteome array ont montrés
que plusieurs protéines impliquées dans ’angiogenése sont inhibées aprés traitement a
I’Olaparib. Parmi elles, PTX3, VEGF et IL-8 sont inhibées dans les cellules SUM159 mais pas
dans la lignée endothéliale HMEC-1. Apres confirmation par ELISA et ce avec les trois
inhibiteurs de PARP, nous nous sommes intéressés a ces régulations d’un point de vue
génomique et avons pu confirmer la diminution génique de PTX3, VEGF et IL-8. De facon
intéressante, nous avons pu mettre en évidence une régulation par les PARPi de nombreux
autres genes impliqués dans I’angiogenése tels que uPA, Serpine-E1 et TIMP-1, qui avaient été
retrouvés diminués également dans les HMEC sur les angiogenesis proteome array. Il a été
montré que des taux élevés de PTX3 induisent I’invasion et ’angiogenese dans le glioblastome,
a travers un axe 1L-8/VEGF dans le microenvironnement tumoral [393, p. 101]. Dans le cancer
du sein, les augmentations d’IL8, de PTX3 et VEGF sont corrélés a des mauvais pronostics
[394]-[396]. De plus, toujours dans le cancer du sein, Serpine-E1 et uPA peuvent promouvoir
la progression tumorale et la formation de métastases [397]. 1l s’agit donc de marqueurs

d’agressivité, dont 1’expression est diminuée par les inhibiteurs de PARP.

De maniére intéressante nous avons constaté que ces protéines sont toutes régulées par

la voie de signalisation NF-kB. Il a ét¢ montré dans les MDA-MB-231 que I’inhibition de
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NF-kB induit la diminution de VEGF [398]. Les régulations de PTX3, IL-8, Serpine-E1, uPA
et TIMP-1 sont également soumises a la signalisation NF-kB [399]. Cela nous a amenes a nous
intéresser a cette voie. Plusieurs études ont mis en évidence le lien existant entre PARP1 et
NF-kB. Il a été montré que PARP-1 est requis dans 1’expression génique des génes dépendant
de NF-kB, agissant ainsi en tant que coactivateur transcriptionnel de cette voie de signalisation
[400]. Dans notre étude nous avons montré que ’activité de NF-kB était diminuée par le
traitement Olaparib, et parallelement que les cibles transcriptionnelles de ce dernier avaient une
expression diminuée. Ces résultats sont en accord avec ce qui est connu du lien entre PARP1
et NF-xB. De maniere plus générale, les protéines impliquées dans la réparation de I’ADN
peuvent promouvoir la transcription de NF-«xB. Il a ainsi été montré que la 8-oxoganine
glycosylase (OGGL1), impliquée dans la réparation par excision de base (BER), peut faciliter
I’activité transcriptionnelle de ce NF-xB. Similairement a ce que nous observons avec les

PARPI, son inhibition induit I’inhibition de I’activité de NF-kB [401].

Afin d’explorer le role de NF-kB dans I’inhibition du mimétisme vasculaire, un
traitement par BAY 11-7082 (un inhibiteur spécifique de NF-xB) a été réalisé. Il a été possible
d’observer qu’il induit une inhibition du VM similaire a celle constatée par 1’Olaparib,
démontrant son role dans le VM. A ce jour, les connaissances sur le role de NF-«xB dans le
mimétisme vasculaire restent parcellaires, mais les études tendent a montrer qu’il peut le
promouvoir. En effet, il pourrait promouvoir la transition d’un phénotype épithéliale vers un
phénotype endothéliale, ce qu’on appelle I’EET [402]. A travers nos résultats, nous montrons

que cette signalisation est un élément essentiel de la mise en place de ce processus.

Il a été montré que la protéine PTX3 joue un réle important dans la transition
épithélio-mésenchymateuse et I’angiogenése. De plus, cette protéine est régulée négativement
par les PARPI, et par NF-kB comme nous 1’avons montré. Nous avons par conséquent voulu
déterminer son implication dans 1’inhibition du mimétisme vasculaire. Sa réintroduction apres
traitements a 1’Olaparib permet d’annuler les effets delétéres observés sur le VM. Ainsi, nous

avons montré son implication directe dans la capacité a former des réseaux de VM.

Il est intéressant de noter que PTX3 pourrait également réguler NF-kB. En effet, il a été
montré dans le mélanome que la production de PTX3 par les cellules tumorales peut activer la
voie de signalisation NF-kB pour promouvoir la migration et 1’invasion [403]. Il serait
intéressant pour compléter notre étude et afin de mieux caractériser ces interactions de regarder

si I’inhibition temporaire par siARN de PTX3 induit également une diminution du VM et une
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altération de la voie NF-xB. Aussi, nous avons montré que la supplémentation de PTX3 apres
le traitement par 1’Olaparib permet de reformer des réseaux de mimétisme vasculaire. Pour
compléter ces résultats, il serait intéressant de traiter les cellules tumorales mammaires avec
I’inhibiteur de NF-«B, afin d’empécher la formation de réseau, et de réintroduire PTX3 avec

une protéine recombinante afin de déterminer si elle est capable de rétablir cette capacité.

Plusieurs études se sont intéressées & NF-kB en lien avec les inhibiteurs de PARP.
Dans 1’une d’entre elles, des cellules tumorales mammaires résistantes aux PARPi ont été
génerées. 1l a été montré dans ces lignées une augmentation de la voie de signalisation NF-«B.
Aussi, ces cellules devenues résistantes étaient devenues sensibles a [I’inhibiteur
(BAY 11-7082) de NF-kB, comparées aux cellules parentales. L’acquisition de résistance par
I’augmentation de NF-«xB a déja été montrée dans le cadre d’autres traitements anti-tumoraux.
I serait pertinent de comparer ’activité de NF-«xB basale de nos différentes lignées cellulaires
avec les effets observes sur le VM, mais également sur 1’apoptose en lien avec les PARPI. Dans
une autre étude, I’activité constitutive de NF-kB a été mesurée parmi 35 lignées tumorales
mammaires. 1l y est possible de voir que les cellules BT-20 et MDA-MB-231 sont parmi les
lignées ayant la plus forte activité basale NF-xB [404]. Cette étude n’incluait pas les cellules
SUM159. A noter également que les lignées capables de faire du mimétisme vasculaire
semblent toutes, si I’on s’en référe a cette publication, avoir une forte activité NF-kB. Nous
pourrions nous demander quel serait 1’effet d’une augmentation induite de NF-«B dans une
lignée avec un taux basal faible et qui n’a pas la capacité de faire du VM. Ainsi, si une lignée
luminale ou basal qui ne fait pas de VM peut gagner cette capacité a travers I’augmentation de
la voie NF-kB, cela permettrait d’établir de maniére certaine son implication dans ce processus.

Mieux connaitre les rouages biologiques de ce mécanisme permet a terme de mieux le cibler.

Le mimétisme vasculaire est un procédé nécessitant de la prolifération, de la migration
et de I’invasion. Ce ne sont pas des aspects auxquels nous nous sommes intéresseés en regard
des inhibiteurs de PARP. Il est connu cependant que les PARPi exercent des activités
anti-tumorales a travers I’induction de 1’apoptose, mais également en exercant des effets
antiprolifératifs, en diminuant I’invasion et la migration. Ainsi, plusieurs études ont démontrées
qu’ils réduisent la prolifération in vitro de lignées tumorales mammaires [405]. Dans le
carcinome hépatocellulaire, 1’inhibition de PARP aboutit aussi a une diminution de la
prolifération et de la migration des cellules tumorales [406]. Une diminution de la prolifération,

de I’invasion et de la migration par les inhibiteurs de PARP semble assez logiquement pouvoir
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inhiber la formation de réseaux de mimétisme vasculaire dans les lignees tumorales

mammaires.

Il serait par la suite intéressant d’étudier les effets des inhibiteurs de PARP sur le VM
in vivo. Le modéle murin est un modéle qui permet de tester 1’efficacité de traitements
anti-angiogeniques. Dans des études explorant le mimétisme vasculaire, le modéle murin peut
également étre utilisé grace aux xénogreffes de tumeurs. Les structures de VM sont alors
marquées avec le marquage CD31+/PAS+, qui permet de différencier le VM des réseaux
endothéliaux issus de I’angiogenése. L’efficacité des inhibiteurs de PARP sur I’angiogenése et
la formation de réseaux de VM a déja éteé étudiée chez la souris dans une étude en 2013 dans
des xénogreffes de mélanome [407]. En revanche cela n’a pas été étudié dans le cancer du sein.
Au vu des résultats encourageant de nos modeles cellulaires, il serait intéressant d’étudier
I’efficacité de 1’Olaparib, du Talazoparib et de Veliparib sur le VM des tumeurs mammaires
chez la souris. De plus, cela nous permettrait d’étudier si les métastases présentent également
des réseaux susceptibles d’étre aboli par les PARPI. Cette étude in vivo permettrait d’étudier la
fonctionnalité des réseaux formés, afin de déterminer s’ils sont opérationnels avant et aprés
traitements (en marquant les cellules sanguines circulantes dans ces reseaux). Pour aller plus
loin, la voie de signalisation NF-kB pourrait étre étudiée via des marquages spécifiques afin de

voir si elle est modifiée in vivo par les PARPI, en corrélation avec I’inhibition de VM.

Le modéle murin présentant également ses limites en terme de reproductibilité chez
I’homme, étudier les effets des PARPi sur le VM dans des biopsies issues de tumeurs
mammaires pourrait étre pertinent. Des essais cliniques existent cherchant a étudier la
combinaison des inhibiteurs de PARP a des thérapies anti-angiogéniques, dont le Bevacizumab.
Ils ont donné lieu a des autorisations de combinaison de 1’Olaparib et du Bevacizumab en
thérapie de maintien dans le cancer de 1’ovaire. Réaliser des marquages CD31/PAS dans des
biopsies de tumeurs mammaires agressives avant et apres traitement aux inhibiteurs de PARP
permettrait de voir I’impact réel de ces inhibiteurs sur le VM. Il serait également possible de
réaliser des marquages permettant de déterminer la modulation de NF-xB. Valider nos résultats
dans les échantillons de tumeurs mammaires permettrait de valider I’effets des PARP1 sur le

VM.

Il a été propose que la meilleure stratégie pour inhiber la formation de vaisseaux dans
les tumeurs serait de cibler simultanément l’angiogenése et le mimétisme vasculaire.

L’utilisation de molécules pouvant induire une inhibition de VM serait donc tres intéressante
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d’un point de vue thérapeutique. Actuellement, plusieurs molécules ont été identifiees comme
pouvant inhiber le VM. La brucine, une herbe traditionnelle, est décrite comme supprimant le
VM a travers ’inhibition de EphA2/MMP2/MMP9 dans la lignée MDA-MB-231 [408]. Il a été
décrit dans cette méme lignée que 1’isoxanthohumol permet également d’inhiber la formation
de réseaux de VM a travers I’inhibition de I’IFN-y, I’'IL-4 et d’IL-6 [409]. Il a été montré dans
le mélanome que le Thalidomide réduit les réseaux de VM, et une étude a mis en avant le
potentiel role de la signalisation NF-xB dans I’inhibition de réseaux par ce traitement [258], ce
qui fait écho a nos résultats. Dans la lignée de ces papiers, les travaux que nous présentons
permettent d’apporter un nouvel inhibiteur du mimétisme vasculaire dans le cancer du sein. Nos
données renforcent 1’intérét thérapeutique d’une combinaison alliant inhibiteurs de PARP et
thérapies anti-angiogéniques, en montrant un nouveau bénéfice qui serait de cibler

I’angiogenese et le mimétisme vasculaire.

En conclusion, les résultats obtenus au cours de ma thése ont permis d’élargir la
compréhension des inhibiteurs de PARP et du mimétisme vasculaire. En effet, notre approche
a permis de montrer les effets inhibiteurs des PARPi sur le VM, et le réle clé de la
signalisation NF-kB et de la protéine PTX3 dans ce processus. Nos données permettent
d’approfondir la compréhension mécanistique de la formation de VM par les cellules tumorales
mammaires. Le mimétisme vasculaire étant un facteur d’agressivit¢ mais également un
mécanisme de résistance aux thérapies anti-angiogénique, il représente une cible
thérapeutique intéressante. Notre étude suggere que le ciblage d’un axe NF-kB-PTX3 par les
PARRPI pourrait étre une nouvelle approche thérapeutique pour le cancer du sein triple négatif.
Une meilleure compréhension du VM et des effets des PARPI sur ce dernier pourrait a terme
conduire a I’optimisation des approches thérapeutiques pour cibler les tumeurs agressives

mammaires.
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